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7 Cytohamin aus Herzmuskel 

4 Von 

0 Otto Warburg und Hans-Siegfried Gewitz 

1 Aus dem Kaiser-Wilhelm-Institut fir Zellphysiologie, Berlin-Dahlem 

6 (Der Schriftleitung zugegangen am 11, Juni 1951) 

; Cytohamin, dessen Isolierung Warburg und Negelein! versucht 


haben, zeigt in waBrigem Pyridin die Himochromogenreaktion 587 
9 | gegeniiber 557 des Bluthimins. Wir haben eine Methode ausgearbeitet, 

_ -um Cytohimin in gréBeren Mengen aus Pferdeherzen zu gewinnen und 
haben es aus salzsaurem Aceton kristallisiert (Abb. 1). Fiir die Chlor- 
ferriverbindungen des Cytohimins und des Bluthémins fanden wir?: 


Cc H N Fe Cl O 
Cytohimin %... 64,47 6,79 6,50 6,42 4,20 11,62 
Bluthamin % . . . 62,63 4,94 8,59 8,56 5,43 9,81 





id 
37. 
nd 
nd 
Abb. 1. Cytohimin aus Herzmuskel des Pferdes. 

Cytohéimin enthalt also mehr Kohlenstoff, Wasserstoff und Sauer- 
stoff als Bluthimin, aber weniger Eisen und Stickstoff. Seiner Zusammen- 
setzung nach steht es zwischen Bluthimin und den Haminen, die man 

: sich entstanden denken kann aus Chlorophyll b durch Ersatz des Ma- 


1 Otto Warburg, Schwermetalle als Wirkungsgruppen von Fermenten. 
Verlag Saenger, 2. Auf!., Berlin 1948. E. Negelein, Biochem. Z. 266, 412 [1933]. 
2 Die Analysen hat A. Lehman ausgefihrt. 
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gnesiums durch Eisen und Oxydation der iiberzihligen Wasserstoff- 
atome. Wie das Eisensalz des Phiophytins, ist Cytohimin in Ather und 
in Tetrachlorkohlenstoff léslich. 

Wie Bluthimin, enthalt Cytohimin zwei Carboxylgruppen, die 
bei pq 7,5 Kohlensiure aus Bicarbonat austreiben (Protokoll 1). 

Anders als Bluthimin enthalt Cytohimin nur eine Vinylgruppe, 
die durch Hydrierung mit Platin und Wasserstoff in errs Lésung 
nachgewiesen werden kann (Protokoll 2). 

Wie das Eisensalz des Phiophytins verbraucht das Cytohimin bei 
der Hydrierung mit Platin und Wasserstoff in Eisessig 61/, Mol. H,, 
wiahrend Bluthémin nur 51/, Mol. H, verbraucht. Subtrahiert man den 
fiir die Reduktion des Eisens und fiir die Hydrierung der Vinylgruppen 
verbrauchten. H, von dem insgesamt verbrauchten H,, so bleibt fiir 
Cytohiémin und Phiéophytin-Eisen ein H,-Verbrauch von 5 Mol., fiir 
Bluthimin ein Verbrauch von nur 3 Mol. iibrig (Protokoll 3). 

Wie Phaohaémin und Spirographishimin, so verwandelt sich auch 
Cytohimin unter den verschiedensten Bedingungen in ein kurzwelliges 
Hamin. Die Umlagerung des Phiohimins und des Spirographis-Himins 
ist 1931 entdeckt worden*; Hans Fischer‘ versuchte sie durch An- 
lagerungen an eine Formylgruppe zu erkliren. Cytohimin zeigt diese 
Umwandlung sogar, wenn man die waBrige Pyridinlésung mit Hydro- 
sulfit reduziert. Keine Umwandlung fanden wir, wenn wir das Eisen 
(in waBriger Pyridinlésung) mit Platin und Wasserstoff reduzierten, 
wobei jedoch darauf zu achten ist, daB bei langerer Einwirkung von 
Platin und Wasserstoff nicht nur das Eisen der Himine reduziert wird 
(vgl. oben). 

SchlieBlich sei noch hervorgehoben, da Cytohimin kein Phytolester 
ist, woran friiher vermutungsweise gedacht worden war}. 


Protokolle 
1. Analysen 


3,54, 3,69, 3,92 mg Sbst.: 8,31, 8,73, 9,28 mg CO,, 2,15, 2,24, 2,38 mg H,O. 
— 4,69, 4,91, 4,48 mg Sbst.: 0,268, 0,282, 0,255 ccm N (23°, 746,5 mm, 23°, 
746,5 mm, 22°, 746,6 mm). — 4,55, 5,22 mg Sbst. gaben 0,77, 0,89 mg Ag(Cl. 
— 0,66, 1,08 mg Sbst. zeigten kolorimetrisch mit o-Phenanthrolin 0,0425, 0,069 mg 


64,60 Mittelwert 
6,79 Mittelwert 
6,48 Mittelwert 

Mittelwert 
Mittelwert 


Kein P, kein S, kein Methoxyl. O, durch Differenz: 11,62%. 


a # Warburg u. W. Christian, Biochem. Z. 235, 240 [1931]; O. War-. 


burg u. E. Negelein, Biochem. Z. 244, 9 [1931]. 
‘ Hans Fischer u. C. v. Seemann, diese Z. 242, 133 [1936]. 
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Manometrische Bestimmung der Carboxylgruppen bei 20° 


I II Ii 


Hauptraum. . . kein Haimin 0,68 mg Chlorferri- 0,74mg_  Chlorferri- 
-  ¢ytohimin geléstin bluthamin geldst in 


0,lcom ~ 19 ~Na0H 0,1 com ~ 19 ~Na0H 
=0,78 Mikromole = 1,14 Mikromole 


0,leem~ ue NaOH [Mol-Gew.=873]  _[Mol.-Gew. = 651,8] 
1,9ccm H,O 1,9 ccm H,O 1,9 ccm H,O 


0,2cem n/10-H,SO, 0,2 ccm n/10-H,SO, 0,2ccmn/10-H,SO, 
Gasraum ... 1% CO, in Luft 1% CO, in Luft 1% CO, in Luft 


Nach Einkippen 
der H,SO, . 256cmm CO, 218 cmm CO, 208 cmm CO, 
I—IIT=38cemm CO, I—ITI=48cmm CO, 
=1,7 Mikro- = 2,14 Mikro- 


mole CO, mole CO, 


Carboxyl et Carboxyl _ 2,14 
~~ 0,78 Hamin! 1,14 
= 1,88 


2. Hydrierung in Borat bei 20° 


Hauptraum: 10 mg Platinschwarz - 10mg Platinschwarz 

2 ccm m/5-Boratpuffer py 11,04 2 ccm m/5-Boratpuffer py at ,04 
Birne: 1,35 mg Chlorferri-Bluthamin, 1,23 mg Chlorferri-cyto- 

gelist i in 9 05 ccm n/10-NaOH hamin, gelést in 0,05 ccm 
2,07 Mikromole n/10-NaOH 

[Mol.-Gew. 651 8] = 1,41 Mikromole 

0,15 com H,O [Mol.-Gew. 873] 
0,15 com H,O 


Gasraum: H, H, 


nach Min. cmm H, aufgenommen cmm H, aufgenommen 


. 50 59,0 
120 99,5 
200 112,0 
240 113,5 
280 115,0 


Endwert 115,0cmm = _ Endwert 51,0 cmm = 
2,48 Mole H, pro 1,62 Mole H, pro 
Mol Hamin Mol Hamin 


wobei 1/2 Mol Wasserstoff fiir die Reduktion des Ferri-Eisens verbraucht wird. 


1* 





Hauptraum: 


Birne: 


Hans v. Euler und Hans Hasselquist, 
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3. Hydrierung in Eisessig bei 20° 


20 mg Platinschwarz 

2 ccm LHisessig 

1,25 mg Protopor- 
phyrin, gelést in 
0,2 com Eisessig 


= 2,22 Mikromole 
[Mol.-Gew. = 562] 
H, 
cmm H, 
aufgenommen 


20 mg Platinschwarz 

2 ccm Hisessig 

1,12 mg Chlorferri- 
verbindung von 
Phaophytin a+b, 
gelést in 0,2 ccm 

Eisessig 

= 1,16 Mikromole 
[Mol.-Gew. = 965] 


H, 


emm H, 
aufgenommen 


20mg Platinschwarz 


2ccm Hisessig 

1,22 mg Chlorferri- 
cytohamin, gelést 
in 0,2 com Eisessig 


= 1,4 Mikromole 
[Mol.-Gew. = 873] 
H, 
cmm H, 
aufgenommen 


121,0 
167,2 
179,3 
217,5 
257,0 
262,5 


123,5 
145,9 
160,0 
166,5 
174,9 
176,3 


Endwert '176,3cmm 
= 6,79 Mole H, pro 
Mol Phaophytin 

a + b-Hamin 


Endwert 262,5cmm 
= 5,27 Mole H, pro 
Mol Protoporphyrin 


Endwert 208,0cmm 
= 6,65 Mole H, pro 
Mol Cytohémin 


Zur Kenntnis der Ascorbinsaure-Wirkungen im Tierkérper 
Von 
Hans von Euler und Hans Hasselquist 
Aus dem Vitamin-Institut der Universitat Stockholm 
(Der Schriftleitung zugegangen am 20. April 1951) 


Die biologische Rolle der Ascorbinsiure im Kérper von Meer- 
schweinchen schien nach der Aufklirung ihrer Konstitution (1933) 
durch den Nachweis ihrer anti-skorbutischen Wirkung definiert zu sein. 
Spiater, besonders in der Periode 1935—1945, sind weitere Wirkungen 
der 'Ascorbinséure beschrieben worden, deren Zusammenhang mit dem 
antiskorbutischen Effekt nicht aufgeklart ist. 


a) In erster Linie sei hier die Beeinflussung des roten Blutbildes ge- 
nannt, welche durch den Tierversuch quantitativ festgestellt ist. 

b) Eingehende Untersuchungen liegen ferner vor iiber die Frage, ob Ascorbin- 
siure als Schutzstoff gegen bakterielle Infektionen fungiert. Wenn diese 
Frage auch nicht definitiv beantwortet werden konnte, so mu8 man doch sagen, 
daB in dieser Hinsicht die Ergebnisse der prophylaktischen wie auch der curativen 
Versuche mit Ascorbinsdéure an Menschen oft nicht den Erwartungen entsprochen 
haben; insbesondere konnten bei den prophylaktischen Versuchen, welche in groBem 
MaBstab in Deutschland, in der Schweiz und in England angestellt worden sind, 
keine deutlichen Effekte erkannt werden. 
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DaB die Immunitaét durch Hormone und Vitamine der Nebennieren stark 
beeinfluBt wird, schien durch Versuche von Dougherty, Chase und White! 
gezeigt zu sein, konnte aber in neueren Untersuchungen von Bjorneboe, Fischel 
und Stoerk? nicht bestatigt werden. 

c) Besonderes Interesse erweckten in neuerer Zeit die Angaben, welche die 
gegenseitige Beeinflussung der Ascorbinséure und steroider Hormone der 
Nebennierenrinde betreffen, und welche u. a. in der Hypertrophie der Nebennieren 
bei Skorbut zum Ausdruck kommt?. 

Rinehart und Mitarb.* hatten in skorbutisch gemachten Meerschweinchen 
durch nachfolgende Injektion von Streptokokken in periarticularen Geweben 
fibrinoide Veranderungen hervorgerufen, welche den von Klinge® als wesentliche 
Schaden bei rheumatischem Fieber beschriebenen ahnelten. Rinehart® beobachtete 
degenerative und atrophische Verainderungen im Kollagen des Herzens und von 
Bindegeweben, ahnlich den bei rheumatischem Fieber und rheumatischer Arthritis 
auftretenden, wenn er, wie friiher Schultz’, die C-armen Versuchstiere mit Des- 
oxycorticosteron behandelte. Rinehart betonte, daB rheumatisches Fieber nur 
selten bei Vitamin-C-reicher Diat auftritt, und fand auch den Ascorbinsaure- 
Gehalt des Plasmas bei rheumatischem Fieber wesentlich geringer als bei normalem 
Zustand, was 1940 von Hench bestatigt werden konnte. Spater hielt indessen 
Rinehart® seine Auffassung von der Rolle der Ascorbinsiure beim rheumatischen 
Fieber nicht mehr aufrecht, besonders weil auch bei anderen Krankheiten als 
rheumatischem Fieber eine Verminderung des Ascorbinséure-Gehaltes im Blut 
eintritt. 

Nach den viel besprochenen Arbeiten von Selye® sollen einige der mesen- 
chymalen Veranderungen bei Skorbut nicht auf dem Vitamin-C-Mangel beruhen, 
sondern auf einer Hypersekretion von steroiden Hormonen der Nebennierenrinde. 
Er rief durch eine Coisdaainteie mit Desoxycorticosteron-acetat (DOCA) bei 
Ratten Polyarthritis hervor, welche histologisch der bei akutem rheumatischem 
Fieber auftretenden vergleichbar war. Er nimmt an, da8 unter den vielen Faktoren, 
welche gemeinsam Arthritis bei Ratten hervorrufen, Desoxycorticosteron das 
wesentliche Agens ist, wahrend Kalte, Thyroidektomie oder Adrenalektomie nur 
zum Auftreten der Gelenkschaiden pridisponieren. 

Menschliche Arthritis wird also als eine AuBerung der Hyperaktivitat der 
Nebennierenrinde angesehen, und die groBe Ahnlichkeit zwischen den experi- 
mentell durch Doca hervorgerufenen und den bei rheumatischem Fieber auftre- 
tenden Schiden werden auf die wesentliche Rolle der Nebennierenrinde in der 
Pathogenese rheumatischer und rheumatoider Zustande zuriickgefiihrt. 


Dabei scheint die Ascorbinsiure auch die Bildung und Wirkung der Phos- 
phatase zu beeinflussen; demgem&B ist dem Wechsel des Phosphatase-Gehaltes 


1 T. F. Dougherty,’ J. H. Chase u. A. White, Proc. Soc. exp. Biol. Med. 
58, 135 [1945]. 

2 M. Bjorneboe, E. E. Fischel u. H. Stoerk, J. exp. Med. 98, Jan. 1951; 
M. Bjgrneboe, Nord. Med. 45, 383 [1951]. 

3 Siehe hierzu L. P. Dugal u. M. Tharien, Endocrinology 44, 420 [1949]; 
A. Giraud u. Mitarb. C. R. Séances Soc. Biol. Filiales Associées 135, 514 [1941]. 

4 J. F. Rinehart u. S. R. Mettier, Amer. J. clin. Pathol. 10, 61 [1934]; 
J. exp. Med. 59, 97 [1934]; Amer. Int. Med. 9, 586 [1935]. 
' 5 Fr. Klinge, Virchows Arch. pathol. Anatom. Physiol. klin. Med. 278, 438 
1930}. 

6 J. F. Rinehart u. Mitarb. Arch. Int. Med. 61, 552 [1938]. 

7M. P. Schultz, Arch. Phthology 21, 472 [1936]. 

8 J. F. Rinehart, Ann. Rheum. Dis. 8, 154 [1943]. Siehe hierzu auch 
Heilmeyer, Klin. Wschr. 28, 254 [1950]. 

® H. Selye, C. Sylvester u. C. P. Leblond, J. Amer. Med. Assoc. 124, I, 
= [1944]. Siehe auch die Ubersicht von B. H. Waksman, Medicine 28, 143 
1949]. 
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in rheumatischen Geweben (Gelenkschaden) und auch in den Nebennieren besondere 
Aufmerksamkeit zu schenken. 

C. Schaffenburg, G.M.C. Masson u. A.C. Corcoran”, welche ebenfalls 
das Studium der Beziehungen zwischen Ascorbinsiure und Desoxycorticosteron 
wieder aufgenommen haben, konstatierten auffallende Effekte der Nebennieren- 
rinden-Hormone auf die Entwicklung der Gelenkschiden beim Skorbut. 

Die Erforschung dieser Reaktions-Systeme ist eine um so wichtigere 
Aufgabe, als die Frage nach dem Zusammenhang der anti-skorbutischen, 
der anti-infektiésen und der anti-rheumatischen Wirkungen erst durch 
die [Einsicht in die ihnen zugrundeliegenden Reaktionen beantwortet 
werden kann. 

Zur Aufklarung der an den klinischen Symptomen beteiligten 
biochemischen Reaktionen gehen wir vom Verhalten der Ascorbinsaure 
in vitro aus, besonders von ihrem Charakter als Redukton (Endiol) 
und von ihrer zentralen Rolle im gesamten oxydo-reduktiven Stoff- 
wechsel!! (Dehydroascorbinsiure als Wasserstoffacceptor). Durch die- 
selbe wirkt sie als Schutzstoff des Adrenalins und Arterenols, und hangt 
mit wichtigen Redox-Systemen, z.B. Adrenalin—Adrenochrom, eng 
zusammen. Einen ahnlichen Zusammenhang zogen wir in Betracht 
zwischen Ascorbinsiure und Desoxycorticosteron-Cortison, welche ja 
ebenfalls Glieder eines noch nicht naiher bekannten Redox-Systemes 


bilden diirften. 


Ascorbinsaure und Desoxycorticosteron (Doca) 


Unsere Versuche an Meerschweinchen betreffen die Veranderung 
des Ascorbinséure-Gehaltes ihrer Nebennieren durch Eingabe von Doca. 
Dabei ist zunichst noch unbekannt, ob Doca 


a) die Ascorbinsiure verbraucht, oder 

b) nur die Ausscheidung durch den Harn erhéht, wodurch der 
Ascorbinsiure-Gehalt der Nebennieren abnehmen muB. 

Der Ascorbinsaéure-Gehalt der Nebennieren steigt nach Injektion der Ascorbin- 
siure in Meerschweinchen stark an!2, und zwar in der Kalte mehr als bei Zimmer- 
temperatur. 

Es bleibt auch zu ‘entscheiden, ob der erwihnte Doca-EinfluB 
streng spezifisch ist, oder ob er auch durch Eingaben anderer Stoffe 
hervorgerufen jwerden kann. 


10 C. Schaffenburg, G. M. C. Masson u. A. C. Corcoran, Proc. Soc. exp. 
Biol. Med. 74, 358 [1950]. 

11 Diese Rolle tritt bekanntlich in héheren Pflanzen sehr stark hervor. Vgl. 
Euler u. Hasselquist, Reduktone, Stuttgart, Enke, 1950, S. 49 u. ff. 

122 H. v. Euler u. H. Hasselquist, Ark. Kem., Mineral Geol., Ser. A 26, 
Nr. 25 [1948]. H. v. Euler u. E.Klussmann, diese Z. 217, 167 [1933]. Die 
Ausscheidung von C-Vitamin durch den Harn nach variierenden C-Eingaben 
wurde von Euler u. Malmberg (Svensk Kem. Tidskr. 47, 25 [1935]) untersucht. 
— Siehe auch Nutrition Rev. 8, Nr. 2 [1950]. 
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In diesem Zusammenhang erinnern wir an die Ergebnisse verschie- 
dener Forscher!*, welche beobachteten, daB Ratten nach Eingabe von 
Terpenen, Chloreton, Carvon und anderen Stoffen erhebliche Mengen 
einer reduzierenden Substanz, vermutlich Ascorbinséiure, durch den 
Harn ausscheiden#4, 


Im Gegensatz hierzu beobachteten wir, daB nach Eingabe von 
5 mg Doca die Ausscheidung von Ascorbinsiéure!> durch den Tagesharn 
der Meerschweinchen auf etwa die Halfte zuriickgeht?®. 


Versuche (Mittelwerte) 
Gew. d. Meerschweinchen: 300 g, Gewichtszunahme im 10-tagigen Vers.: 10 g. 


Ascorbinséure-Ausscheidung durch den Harn (Mittelwert aus 5 Versuchen 
mit 3 Tieren) 


Parallelversuch ohne Injektion 2100 y Ascorbinsaure 
Nach Injektion von 2x5mg Doca 950y Ascorbinsaure 


Ascorbinsaure-Gehalt der Nebennieren (Mittelwert aus 5 Versuchen) 











Gewicht einer | » Ascorbinsaure | y Ascorbinsaure 
Nebenniere per per mg 
mg Nebenniere Nebenniere 
Versuch ohne Injektion. . . 115 88,5 0,77 
Nach Inj. von 2 x5 mg Doca 67,7 43,2 0,64 











Durch die Doca-Injektionen wurde also sowohl die Menge tiiglich 
durch den Harn ausgeschiedener Ascorbinsiaure, als, in geringerem Grad, 
der Ascorbinséure-Gehalt der Nebennieren vermindert?’. 


13 H. E. Longenecker, R. R. Musulin, R. H. Tully u. C. C. King, J. 
biol. Chemistry 129, 445 [1939]; G. W. Probst u. M. O. Schultze, J. biol. Che- 
mistry 187, 453 [1950]; 8. C. Roy, S. K. Roy u. B. C. Guha, Nature [London] 
158, 238 [1946]; T. S. Sutton u. Mitarb., J. biol. Chemistry 144, 183 [1942]; 
E. Roberts u. C. J. Spiegl, J. biol. Chemistry 171, 9 [1947]. 

14 Nach intraperitonealer Injektion von 1 mg Methylenblau per 500 g Ko6rper- 
gewicht (Meerschweinchen) nahm nach unseren Versuchen (Ark. Kem., Mineral. 
Geol., Ser. B 11, Nr, 13 [1933]) der Ascorbinsaéure-Gehalt der Nebennieren nach 
5 Stdn. um die Halfte ab. 

Intramuskulare Injektion von 7 mg Kollidon (Polyvinylpyrrolidon) in 300 g 
schwere Ratten ergab nach 24 Stdn. keinen EinfluB auf den Ascorbinsaure-Gehalt 
der Nebennieren. 

16 Andererseits ist nachgewiesen worden (Nutrition Rev. 3,37; 1950), daB die 
Ascorbinsaéure fiir die Produktion von Nebennierenrinden-Hormonen nétig ist. 
Uber die Synthese der Ascorbinséure in den Nebennieren siehe Nutrition Rev. 8, 
Nr. 2 [1950]. 

16 Die durch den Tagesharn von Meerschweinchen bei normaler Diat (Kohl, 
Mohrriiben) ausgeschiedene Acsorbinsiure-Menge variiert stark von Tier zu Tier 
(Mittel: 600 y); man mu8 den Einflu8 von Eingaben auf die Ausscheidung also 
an den gleichen Tieren anstellen wie die Kontrollversuche. 

17 Es bleibt noch der Einflu8 von Doca auf die Mengen der Dehydroascorbin- 
siure zu ermitteln. Uber die quantitative chem. Bestimmung der Nebennieren- 
rindenhormone siehe Hj. Staudinger, Angew. Chem. 60, 71 [1948]. 
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Dies steht im Einklang mit den Ergebnissen unserer spater mit 
L. Heller ausfihrlicher mitzuteilenden Versuchsreihe, bei welcher 
Meerschweinchen (mittl. Gew. 460 g) nach Streptokokken-Injektion tig- 
lich 15 mg Ascorbinsaure erhielten. 
mg Ascorbinsiure per mg frischer Nebennieren 
Injektion von mg Doca . . . 0,39 
Ohne Doca-Injektion ..... 0,88 
Der Ascorbinsaure-Gehalt der Nebennieren unserer Normalratten 
vom mittleren Gewicht 300 g variierte in 8 Versuchen zwischen 3,6 und 
2,85 y per mg frischer Nebennieren und betrug im Mittel 3,1 y/mg 
frischer Nebennieren, entsprechend 0,05°, Ascorbinsiure der Trocken- 
substanz. 
Frihere Bestimmungen™ hatten ergeben: Mittel 2,2 y/mg fr. Nebennieren. 
Der Mittelwert fiir 6 Benzpyrentumoren- tragende Ratten?® 
(Sarkomgewicht 0,7—5,0 g) betrug 
1,64 » Ascorbinsiure/mg fr. Nebennieren?°. 


Das Serum unserer Normalratten schwankte zwischen 32,7 und 63,8 y Ascor- 
binsaure/ml Serum; Mittel aus 6 Normalratten-Seren 48 y Ascorbinsaure/ml Serum. 


Oxydation der Ascorbinséure und des Triose-Reduktons 
durch O, 


In Zusammenhang mit der Frage, wie sich das Redox-System 
Ascorbinsaéure-Dehydroascorbinsiure zum Desoxycorticosteron in den 
Nebennieren verhilt, haben wir den zeitlichen Verlauf der Oxydation 
der Ascorbinséure und des Triose-Reduktons gemessen. 

Die Geschwindigkeit der Sauerstoff-Aufnahme durch die beiden 
Reduktone (der Ascorbinséiure und des Triose-Reduktons) nimmt bei 
Aciditaéten > pqg7 mit der Konzentration des katalysierenden Schwer- 
metallsalzes (Cu-Salzes) zu. Die Ascorbinsiiure geht dabei zunachst 
reversibel in Dehydroascorbinsiure iiber. Das Mono-Natriumsalz der 
Ascorbinséure wie auch des Triose-Reduktons bzw. die entsprechenden 
einfach geladenen Anionen werden verhiltnismaBig langsam oxydiert. 
Fiir die von pg 8,5 an rasch zunehmende O,-Aufnahme wurde friiher?* 
die doppelt geladene Endiol-Gruppe als reagierende Molekiilart in 
Betracht gezogen. Wie gleich hervorgehoben sei, ist es uns nicht ge- 
lungen, das Dehydroascorbinsiure-Ascorbinsiure-Gleichgewicht durch 


18 Kuler u. Malmberg, Svensk Kem. Tidskr. 47, 27 [1935]. 

19 Die GréBe der Benzpyrentumoren der 4-mal mit 5 mg Doca injizierten 
Ratten nahm im Verlauf von 14 Tagen deutlich ab. Vgl. hierzu die Ergebnisse 
tiber den Riickgang von Lymphosarkomen nach Cortison-Behandlung von Pa- 
tienten. T. SpieB u. Mitarb., cet 6624, 241 [1950]. 

20 Die Nebennieren der Benzpyrentumoren tragenden Ratten waren nur 
unbedeutend (im Mittel etwa 20°) gréBer als die Nebennieren der normalen Tiere 
(2 Nebennieren wogen 40,9 bzw. 36,4g); vgl. hierzu K. Savard, Science [New 
York] 108, 381 [1948]. 

2 H.v. Euler, K.Myrback u. H. Larsson, diese Z. 217, 1 [1933]. 

2 H.v. Euler, H. Hasselquist u. A. Glaser, Ark. Kem. 3, Nr.9 [1951]. 
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Desoxycorticosteron in vitro zu verindern. Wir nehmen vorlaufig an, 
daB die Ascorbinsiure in der Nebenniere das Enzymsystem beeinfluBt, 
welches die Bildung von Desoxycorticosteron bzw. Cortison vermittelt. 

Wir haben die Ascorbinséure mit der kiirzlich isolierten trans- 
Form®* des Triose-Reduktons hinsichtlich des Verhaltens zu Sauerstoff 
unter iibereinstimmenden Versuchsbedingungen verglichen. Dabei zeigt 
sich (s. Abb. 1) ein gewisser Unterschied zwischen dem Verhalten des 
































7] i 1 


1 L 
"0 60 Min—> 1% 








Abb. 1. o Redukton A, Doppelversuch; A Redukton A erhitzt, 30 Min., 60°; 0 Re- 
dukton II; @ Ascorbinséure. Jeder Versuch enthalt 0,5 y CuSO, als Katalysator. 


Reduktons II (= trans-Reduktons) und des direkt aus dem Bleisalz 
gewonnenen Reduktons A: Die Oxydationskurve des erhitzten Re- 
duktons A zeigt im ersten Teil eine rasche Reaktion an, waihrend der 
2. Teil der Oxydation deutlich langsamer verlauft. 

Besonders auffallend ist der Unterschied zwischen trans-Re- 
dukton und Redukton A (Mischung von cis- und trans- Redukton) 
hinsichtlich ihrer Farbenreaktion mit FeCls. 

5,9 mg Redukton II’ (trans-Redukton) + 5 ml 96-proz. Alkohol 
+ 1 ml 1-proz. FeCl,-Alkohol-Lésung. Ziemlich schwache Blau- 
farbung. Entfarbungszeit 1 Min. 31 Sekunden. 

5,9mg Reduktion A '+ 5ml 96-proz. Alkohol + 1 ml 1-proz. 
FeCl,-Alkohol-Lésung. Intensive Blaufarbung. Entfirbungszeit 
69 Minuten. 


OH 
%3 Uber die Bezeichnung der Reduktone: HC = é — CHO = trans-Form 


H 
diirfte nunmehr vollkommene Ubereinstimmung zwischen allen einschlagigen 
Autoren bestehen. 
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Beim entsprechenden Versuch mit Ascorbinsiéure (Kurve C) beob- 
achtet man sofort Entfarbung, ganz in Analogie mit dem Versuch 
mit trans-Redukton. 

Die cis-Form des Reduktons hat, wie zu erwarten war, eine starke 
Tendenz zur Komplexbildung mit mehrwertigen Metallionen. 


Zusammenfassung 


Eine Reihe von neueren /Beobachtungen verschiedener Forscher 
hat ergeben, daB Ascorbinsdéure die Bildung steroider Hormone der 
Nebennierenrinde, besonders des Cortisons und des Desoxycorticosterons 
(Doca), beeinfluBt, was mit der Entstehung rheumatischer bzw. 
rheumatoider Symptome in Beziehung gesetzt wurde. 

Wir haben deswegen den Einflu8 von Desoxycorticosteron auf den 
Ascorbinsaéure-Gehalt der Nebennieren von Meerschweinchen und Ratten 
untersucht, und konnten den Einflu8 von Doca auf den Ascorbinsaure- 
Gehalt der Nebennieren konstatieren. 

Im !Anschlu8 an diese Versuche wurde die Sauerstoff-Aufnahme 
der Ascorbinséure in vitro mit derjenigen des trans-Reduktons und 
der Mischung von cis- und trans-Redukton verglichen, wobei die 
Analogie der Oxydationskurven von Ascorbinsiure und des trans- 
Reduktons festgestellt wurde. 

Eine Einwirkung von Ascorbinsiéure auf Desoxycorticosteron in 
vitro hat sich nicht ergeben. 


Uber den fermentativen Abbau der Pteroylglutaminsaure 
Von 
H. M. Rauen, H. Waldmann und M. Buchka 


Aus dem Institut fiir vegetative Physiologie der Universitat Frankfurt a. M. 
Ausgefiihrt mit Mitteln der-Notge meinschaft der Deutschen Wissenschaft 


(Der Schriftleitung zugegangen am 6. Marz 1951) 


Wir haben untersucht, ob und in welcher Weise Pteroylglutamin- 
siure durch Leberfermente abbauend angegriffen wird!, Wenn hierbei 
zwischen dem Pteridin-Anteil und dem p-Aminobenzoylglutaminsiure- 
Anteil gespalten wird, war mit dem Auftreten eines blaufluoreszierenden 
Abbauproduktes aus der nicht-fluoreszierenden Pteroylglutaminsaiure 
zu rechnen. 


1 Ein Teil des Inhaltes dieser Arbeit wurde wihrend der Hauptversammlung 
der Gesellschaft Deutscher Chemiker in Frankfurt/Main vom 10.—15. 7. 1950 
vorgetragen, vgl. Angew. Chem. 62, 455 [1950], ferner H. M. Rauen u. H. Wald- 
mann, Experientia 6, 387 [1950]. 
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Fermentative Veranderungen dieser Verbindung wurden seither mehrfach 
indirekt beobachtet. Norris und Majnarich? inkubierten Pteroylglutaminsaure 
mit einem Xanthinoxydasepriparat aus Milch bei 37° und py 7,4, mit Leber- 
homogenat oder einem Magenschleimhautextrakt und fanden, daB die Inkuba- 
tionsprodukte in Kulturen-von Knochenmarkszellen proliferierend wirkten. Reine 
Pteroylglutaminsiure war hier ohne Wirkung. Das Umwandlungsprodukt schien 
nicht mit dem von den gleichen Autoren aus Menschenharn in Form einer braunen 
kristallinen Verbindung isolierten phosphorhaltigen Vitamin B,,* identisch zu 
sein. Von diesem liegen nahere Angaben ebensowenig vor wie Bestatigungen von 
anderer Seite. 

Die Beobachtungen der genannten Autoren lassen sich vorsichtig zu anderen 
von Sauberlich‘ in Beziehung setzen. Nach Verabreichung von 30 mg Pteroyl- 
glutaminséure schied ein Mensch stark vermehrt Leuconostoc-citrovorum-Faktor 
mit dem Harn aus. Ahnliches gilt auch fiir die Ratte, wenn ihrer Diét 1—10 y 
Pteroylglutaminsiure/g Futter zugesetzt wurde. Entstehungsort dieses Faktors ist 
wohl die Leber, denn seine Bildung aus Pteroylglutaminséure konnte in Gegenwart 
von Vitamin C mit Rattenleberschnitten beobachtet werden®. Er lieB sich auch in 
gereinigten Leberextrakten an Hand seiner biologischen Wirkung nachweisen® 
und daraus anreichern?®11, 

Der genannte Faktor ist also eine natiirlich vorkommende Verbindung, die 
Leuconostoc citrovorum 8081 zum normalen Wachstum benotigt. Er kann bei diesem 
Lebewesen nicht durch Pteroylglutaminsaure ersetzt werden, ist aber bei Kiicken, 
bei Streptococcus faecalis R und Lactobacillus casei an Stelle von Pteroylglutamin- 
siure wirksam. Er vermag die toxische Wirkung von 6-Amino-pteroylglutamin- 
siure bei der Maus® in einem GréBenbereich zu unterbinden, in welchem Pteroyl- 
glutaminsiure unwirksam ist}, ebenso die toxische Wirkung von Methyl-pteroyl- 
glutaminsiure bei Lactobacillus caset und Streptococcus faecalis R™. In schwach 
alkalischem oder neutralem Milieu ist Leuconostoc-citrovorum-Faktor stabil, ver- 
liert aber bei pq 2 rasch seine Wirksamkeit fiir Leuconostoc citrovorum 8081, nicht 
aber seine normale Wachstumswirkung bei Streptococcus faecalis R® und Lacto- 
bacillus casei '*, 

Da es sich um einen nahen Verwandten der Pteroylglutaminsaure handelt, 
die in angelsichsischen Landern folic acid genannt wird, bezeichnete man ihn 
mit folinic acid". In unserer Sprache bestand eine Nomenklatur-Konfusion in- 
sofern, als die einen die Ubersetzung Folsaure, die anderen Folinséure bevorzugten. 
Diese klart sich nun von selbst, denn zur besseren Unterscheidung von der Folinin- 
sdure wird man jetzt zweckmaBig das Synonymum Folsaure fiir die umstind- 
lichere, aber exaktere Bezeichnung Pteroylglutaminsdure wihlen. 

Folininsiure wurde inzwischen auch synthetisch erhalten 1’, insbesondere durch 
katalytische Reduktion von Pteroylglutaminsiure in Ameisensdure!*, und als 
Ba-\12-Formy]-tetrahydro-pteroylglutaminat der Formel C,,H,,N,0,Ba-5H,0 
erkannt!*, Wahrscheinlich ist Folininséure die eigentliche Wirkform, in die die 
Folsiure im normalen Organismus iibergeht. Von zugefiihrter Folsiure werden 


2 E.R. Norris u. J. J. Majnarich, Science [New York], 109, 33 [1949]. 

3 E.R. Norris u. J.J. Majnarich, Science [New York] 109, 32 [1949]. 

4 H. E. Sauberlich, J. biol. Chemistry 181, 467 [1949]; H. E. Sauberlich 
u. C. A. Baumann, ebenda 181, 871 [1949]. 

5 Ch. A. Nicol u. A. D. Welch, Proc. Soc. exp. Biol. Med. 74, 52 [1950]. 

6° H. E. Sauberlich u. C, A. Baumann, J. biol. Chemistry 176, 165 [1948]. 

7 W. Shive et al., J. Amer. chem. Soc. 70, 2299 [1948]. 

8 J.C. Keresztesy u. M. Silverman, J. biol. Chemistry 183, 473 [1950]. 

® Franklin et al., Proc. Soc. exp. Biol. Med. 67, 398 [1948]. 

1) Broquist et al., J. biol. Chemistry 185, 399 [1950]. 

U Vgl. Th. J. Bond et al., J. Amer. chem. Soc. 71, 3852 [1949]. 

12 J, A. Brockman jr. et al., J. Amer. chem. Soc. 72, 4325 [1950]. 

13 W. Shive, J. Amer. chem. Soc. 72, 2818 [1950]. 
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vom Menschen normalerweise 15—50°% als (mikrobiologisch bestimmte) ,,Gesamt- 
folsiure“ wieder ausgeschieden™*. Die ,,Gesamtfolsiure“ besteht wohl aus unver- 
anderter Folséure und aus im Organismus daraus gebildeter Folininséure. Da, wie 
erwaihnt, Folsiéure in Kulturen von isolierten Knochenmarkszellen wirkungslos 
ist, besteht die Hoffnung, da8 Folininsdure hier zellproliferierend wirkt. Norris 
und Majnarich*®* haben in ihren Knochenmarkszellkulturen wahrscheinlich 
die Wirkung von Folininséure gesehen, und das Vitamin B,, diirfte eine nicht 
einheitliche Substanz sein, die Folininséure enthalt. Es bleibt noch zu untersuchen, 
ob synthetische Folininsiure auf Knochenmarkszellen proliferierend wirkt, ferner, 
ob die Umwandlung von Folsaure in Folininsiure bei bestimmten Animieformen 


gestért ist. 
Keresztesy und Silverman! reicherten die Folininséiure aus einem Leber- 


inkubat durch eine Reihe von Adsorptions- und Elutionsverfahren mit Kohle an 
und beobachteten, daB sie sich aus einem Konzentrat als Silbersalz fallen lieB, 
Bei unseren spater zu belegenden Anreicherungsversuchen des fermentativen Ab- 
bauprodukts von Folsiure muBten wir Verunreinigungen als Ag-Salze ausfallen 
und die Mutterlauge aufarbeiten. So handelt es sich in dem von uns beobachteten 
Fermentabbau um einen zweiten Vorgang, der von dem der Umwandlung der 
Folsaéure in Folininséure verschieden ist. 
Wir inkubierten zunichst reine, durch weisbadiaien Auswaschen 
mit verd. Salzsiure von fluoreszierenden Verunreinigungen! befreite 
Pteroylglutaminsiure bei py 7,3 wahrend 
CO otne Plerylghteminsture 2 Stdn. mit Schweinelebersuspension bei 
@ mt “+ . 38°C. Nach Ausfillen der Zelltriimmer 
mit Aceton, Ausfallen weiterer st6render 
Verbindungen zusammen mit nicht um- 
gesetztem Substrat durch schwaches An- 
siuern wurde dann die Fluoreszenzinten- 
sitaét gegen einen Chininsulfat-Standard’® 
gemessen. Abb. 1 gibt zwei Versuche wie- 
der, von denen der eine in Sauerstoff-, der 
andere in Stickstoffatmosphire inkubiert 
wurde. In beiden Versuchen entstand in 
deutlich nachweisbarer Menge eine blau- 
fluoreszierende Verbindung, im letzteren 
weniger als in ersterem. Offenbar enthielt 
das unter Stickstoff inkubierte Gemisch 
noch geniigend gebundenen Sauerstoff, so 
daB der oxydative Abbau sogleich begin- 
nen konnte. Daf diese Reaktion mit 
groBer Anfangsgeschwindigkeit einsetzt, 
geht auch aus den Analysen der zur Zeit 
‘ Null entnommenen Proben hervor. Die 
Abb. 1. Reepeneien Ale kurze Zeit vom Einpipettieren des Sub- 


von Pteroylglutaminsaiure durch ‘ 4 
Lebersuspension in Sauerstoff- strats zur Lebersuspension, Vermischen 
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und Stickstoffatmosphére. § und Entnehmen des aliquoten Anteils bei 


1447. H. Jukes, A. L. Franklin, E. L. R. Stokstad u. J. W. Boehne, 
J. Lab. Clin. Med. 82, 1350 [1947]. H. Ladin, Helv. med. Acta [A] 14, 481 Gey 


Es sind nur die wichtigsten Arbeiten aufgefiihrt. 
16 H. M. Rauen u. H. Waldmann, diese Z. 286, 180 [1950]. 
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Zimmertemperatur geniigte, um die Abbaureaktion in Gang zu setzen. 
Die Anfangswerte der Ansitze mit Substrat (schwarze Saiulen) waren 
deshalb etwas hoher als diejenigen der Ansitze ohne Substrat (weiBe 
Séulen). Letztere geben ein Ma8 fiir die fluoreszierenden Eigen- 


stoffe der Lebersuspension. Im Versuch 
mit Stickstoff vermehrten sie sich wih- ohne HEN | Elton ogg 
rend der Inkubation deutlich starker als 
im Versuch mit Sauerstoff. Offenbar han- t wo} Q 
delt es sich um die fermentative Spaltung 160 
von Flavin-adenin-dinucleotid in die 10- a 
mal starker fluoreszierende Lactoflavin- 120 
phosphorséure'*, die anaerob schneller wo 
verlauft als aerob. a 
Deutlicher zeigte sich die Notwendig- me 
keit von Sauerstoff fiir den fermenta- § 
tiven Abbau der Pteroylglutaminsiure ¢ 
in dem durch Abb. 2 wiedergegebenen 
Versuch. In Gegenwart von HCN wurde 
kaum blaufluoreszierendes Abbauprodukt 
gebildet. Dies wird erst deutlich, wenn Abb. 2. Fermentativer Abbau 
man die auch hier anaerob starkere Zu- val Bs a roar Pow 
nahme der Leerfluoreszenz (weife Siulen) \.senheit von n/1000-Blausaure. 
beriicksichtigt. Die Differenz von schwar- 
zer und weiBer Saéule nach 120 Min. Inku- 
bation unter n/1000-Blauséure ist nur 
wenig groBer als die gleiche Differenz der 
Sadulen zur Zeit Null. Das heiBt aber, daB 
die Fluoreszenzzunahme bis auf einen 
kleinen Betrag auf Kosten der ,,Fluore- 
szenzdepots‘‘ des Fermentpraparates ging. 
In einem weiteren, hier nicht belegten 
Versuch mit n/100-Blausiure war gar 
keine Fluoreszenzzunahme, auch nicht in 
der Reihe ohne Substrat, zu beobachten. , 
Zur Bestimmung des pg-Optimums 7 / sd 
der Fermentreaktion wurden gleiche Men- a 
gen Substrat mit gleichen Volumina Leber- pag a Panna gy ob 
suspension bei verschiedenem py gleich aoe Paceaieaoniienaon. 
lang umgesetzt, wie erwahnt aufgearbeitet ¢ 
und fluorometrisch vermessen. Abb.3 zeigt, daB die Umsetzungs- 
geschwindigkeit beim Ubergang von py 7,0 zu 7,2 steil ansteigt, sich bis 
Px 7,4 auf gleicher Héhe halt und dann bis py 7,6 weniger steil wieder 
abfallt. Wir haben daraufhin alle Fermentversuche bei 7,3 durchgefihrt. 
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16 O, Warburg u. W. Christian, Biochem. Z. 298, 150 [1938]; 0. A. Bessey, 
O. H. Lowry u. R. H. Love, J. biol. Chemistry 181, 755 [1949]; A. W. Schrecker 
u. A. Kornberg, ebenda 182, 795 [1950]. 
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je Decm Ansatz P6s: In der Versuchsreihe der Abb. 4 wurden 
LBS5wsgaw jeweils gleichen Volumina Fermentpraparat 
fallende Substratmengen zugesetzt und 
2 Stdn. bei 38° C inkubiert. Die schwarzen 
Saulen geben die vergleichbaren absoluten 
Fluoreszenzintensititen der Ansitze wieder: 
Wie nicht anders zu vermuten, fallen diese 
mit fallender Substratvorlage ab. Dividiert 
man aber die gemessenen Flaoreszenzinten- 
sitéten durch die Milligramme vorgelegten 
Substrats, so erhilt man einen Quotienten, 
der, wie die eingezeichnete Kurve veran- 
schaulicht, deutlich ansteigt, d.h. daB. der 
prozentuale Anteil an oxydativ abgewan- 
ied delter Pteroylglutaminsiure gréBer wird, je 
Abb. 4. Fermentativer Abbau kleiner die Substratmenge ist. Diese aus 
der Pteroylglutaminsaure bei einem in-vitro-Versuch gezogene SchluBfolge- 
nls —— rung verleitete zunichst zur Ubertragung 
Fluoreszenzintensitat. auf die Verhaltnisse in der intakten Leber- 
a= mg Subétrat zelle, allerdings unter der fragenden Ein- 
‘ schrinkung, ob solche Schliisse tiberhaupt 
erlaubt sind. Wir nahmen an, da8 die geringen, mit der Nahrung zu- 
gefiihrten und durch die Tiatigkeit der Darmbakterien entstandenen 
Mengen Pteroylgiutaminsiure in der Leber sofort weitgehend in die blau- 
fluoreszierende Verbindung iibergefiihrt wiirden. Als noch nichts tiber 
die Folininséiure bekannt war, aber vermutet werden konnte, daB die 
Pteroylglutaminsaure nicht die eigentliche Wirkform ist, glaubten wir, 
diese in der beobachteten blaufluoreszierenden Verbindung in Handen 
zu haben. Auf unsere Bitte war Herr Prof. Weygand, Heidelberg, so 
freundlich, eine Lésung der blaufluoreszierenden Substanz auf Wirksam- 
keit bei Leuconostoc citrovorum 8081 zu priifen. Sie war inaktiv. Heute 
neigen wir zu der Ansicht, daB diese Verbindung ein Abbauprodukt ist, 
das vermutlich keine physiologischen Aufgaben mehr erfiillt. Ein ab- 
schlieBendes Urteil werden wir aber erst abgeben kénnen, wenn wir 
seine Konstitution kennen und seine Wirkung auf Knochenmarkszellen 
untersucht haben. Mit letzterem ist Herr Dr. K..H. Kimbel zur Zeit 
beschaftigt. 

Uber die Konstitution des Abbauproduktes bestehen verschiedene 
Vermutungen. Nach den Untersuchungen von Bloom et. al.!7), ins- 
besondere von Lowry et al.1® und eigenen’ geht Pteroylglutaminséure 
durch Bestrahlen mit Ultraviolett in Anwesenheit von Sauerstoff 








7 E. 8. Bloom, J.M. Vandenbelt, S. B. Binkley, B. L. O'Dell u. J. J. 
Pfiffner, Science [New York] 100, 295 [1944], vgl. auch E. L. R. Stokstad, 
D. Fordham u. A. de Grunigen, J. biol. Chemistry 167, 877 [1947]. 

18 0. Lowry, 0. A. Bessey u.: E. J. Crawford, J. biol. Chemistry 180, 
389 [1949]. 
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zunichst in Pteridoxaminaldehyd-(8)'* iiber, der sich zur entspréchenden 
Carbonséure weiteroxydiert. Aus dieser. bildet sich dann durch Decar- 
boxylierung Pteridoxamin. Wir nahmen zuniachst an, daB das blau- 
fluoreszierende fermentative Abbauprodukt sich als eine dieser -drei 
ebenfalls blaufluoreszierenden - photolytischen Abbaupredukte identi- 
fizieren wiirde oder auch ein Gemisch von ihnen sei. Der fermentative 
Abbaumechanismus wire dann dem photolytischen verwandt. An das 
blaugriin fluoreszierende Xanthopterin als Endprodukt des fermenta- 
tiven Abbaus haben wir nicht mehr gedacht, weil die Ausscheidung von 


: ; Xanthopterin, Jsoxanthopterin 
Preridoxamin Pleridoxamin-carbonsaure-(8) 
| | | Preridoxaminaideny8) 
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Abb. 5. Gegenstromverteilung der blaufluoreszierenden fermentativen Abbau- 

produkte der Pteroylglutaminsiure. I Leberhomogenat + PtGs, py 7,26, 5h, 

It Leberhomogenat + PtGs, py 7,26, lh, III PtGs + Puffer py 7,26, IV Leber- 
homogenat ohne PtGs. 


Xanthopterin mit dem Harn nach Verabreichung von Posy hepatitis’ 
siure an stoffwechselgesunde Menschen nicht erhéht war®°. Zur Charak- 
terisierung von Pterinen léBt sich nach unseren friiheren Untersu- 
chungen!® die Gegenstromverteilung gut verwenden. Wir haben daher 
in einer Versuchsreihe sowohl die Inkubate als auch die Leerversuche 
nach dem im Versuchsteil niher beschriebenen Verfahren aufgearbeitet 
und im System n/50-Salzséure/n-Butanol 34-fach verteilt. Die Ergeb- 
nisse enthalt Abb. 5. Kurve I gibt den Verteilungsverlauf nach 5-stdg. 
Inkubation von Leberhomogenat mit Pteroylglutaminsaiure wieder: 
Das Maximum der im oberen Teil nahezu gleichschenklig verlaufenden 
Kurve liegt etwa iiber 13 der Abszisse. Kurve IT (nach 1-stdg..Inku- 


19 Zur Vereinfachung der Nomenklatur wurde der Name Pteridoxamin fiir 


2-Amino-6-oxy-pteridin vorgeschlagen, vgl. 15. 
20 H. M. Rauen u. C. v. Haller, diese Z. 286, 96 [1950]. 
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bation) besitzt ein Maximum zwischen 13 und 14 der Abszisse und eine 
leichte Erhéhung zwischen 19—23. Kurve III (Inkubation von Pteroyl- 
glutaminséure mit Puffermischung) verliuft deutlich flacher, weist 
aber zwei leichte Erhéhungen zwischen 16 und 21 auf. Kurve IV zeigt 
die Verteilung der fluoreszierenden Eigenstoffe des Leberhomogenats. 
Man sieht hier, daB insbesondere Lactoflavinphosphorsiure (Maximum 
iiber 7) und Lactoflavin (Maximum iiber 20) nicht in Erscheinung 
treten”!. 

Im gleichen Kurvenbild sind auch die friiher gewonnenen! Ver- 
teilungsmaxima von Pteridoxamin, Xanthopterin, 1so-Xanthopterin 
(9-Oxy-pteridoxamin), Pteridoxamin-carbonsaure-(8) und Pteridoxamin- 
aldehyd-(8) als Striche vermerkt. Das Verteilungsmaximum des fer- 
mentativen Abbauproduktes liegt aber ganz eindeutig an anderer Stelle 
als die Maxima der Produkte des photolytischen Abbaus der Pteroyl- 
glutaminsiure. Lediglich die Ausbuchtungen der Kurven II und III 
deuten darauf hin, daB diese Verbindungen in geringer Menge vor- 
handen sein kénnten. Bei III sind sie wohl in Spuren unter dem EinfluB 
des Tageslichtes entstanden, ein Abbauvorgang, der sehr rasch einsetzt. 
Ob sie auch beim fermentativen Abbau durchschritten werden, ist 
solange nicht zu diskutieren, als nichts iiber die chemische Natur des 
sich durch die ,;Abszissenzahl“‘ 13—14 charakterisierenden Haupt- 
produktes bekannt ist. Sein Maximum liegt allerdings nahe neben dem 
des Xanthopterins. Es unterscheidet sich von ihm jedoch durch eine 
Reihe von Eigenschaften. Die Farbe seiner Fluoreszenz ist ausgesprochen 
himmelblau, die des Xanthopterins im gleichen wissrigen Milieu blau- 
grin. Die Abnahme seiner Fluoreszenzintensitét als Funktion der 
molaren Konzentration eines Phosphatpuffers vom py 6,62 ist, wie 
Abb. 6 zeigt, ebenfalls anders als die des Xanthopterins und auch ver- 
schieden vom Verhalten von Pteridoxamin, Pteridoxamin-aldehyd-(8), 
Pteridoxamin-carbonsiure-(8), 9-Oxy-pteridoxamin-carbonsaure-(8) und 
iso-Xanthopterin. DaB die Fluoreszenz von Pterinen durch steigende 
Phosphatpufferkonzentrationen vom p, 6,8 in verschiedener Weise 
beeinfluBt wird, zeigten Lowry et al.!®. Sie fanden jedoch im Gegensatz 
zu uns, daB die Fluoreszenzintensitét von Xanthopterin starker ge- 
driickt wird als die von Pteridoxamin-aldehyd-(8) und Pteridoxamin- 
carbonsiure-(8). Es ist médglich, daB die verschiedenen Beobachtungen 
auf die geringen py-Unterschiede der angewandten Phosphatpuffer- 
mischungen zuriickzufiihren sind. 

Wir haben auch Pteridinderivate ins Auge gefaBt, die in 9-Stellung 
oxydiert sind. 

Leberhomogenate enthalten eine ,,Pterinoxydase‘‘, die an dieser Stelle des 
Pteridinringes eine OH-Gruppe einfiihrt. Xanthopterin (8-Oxy-pteridoxamin) 
geht hierbei in Leucopterin (8.9-Dioxy-pteridoxamin) iiber, wie Wieland und 


21 H.M. Rauen u. H. Waldmann, diese Z. 287, 216 [1951]. 
#2 Vgl. hierzu H. M. Rauen u, K.-H. Kimbel, diese Z. 286, 215 [1950]. 
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Abb. 6. Fluoreszenzabnahme verschiedener Pterine als Funktion der Pufferkonzen- 

tration. 1: Pteridoxamin, 2: Pteridoxamin-aldehyd-(8), 3: Pteridoxamin-carbon- 

sdure(8), 4: 8-Oxy-pteridoxamin (Xanthopterin), 5: 9-Oxy-pteridoxamin-carbon- 

siure(8), 6: Fermentabbauprodukt aus Pteroylglutaminsdiure, 7: 9-Oxy-pteri- 
doxamin (Isoxanthopterin). 


Liebig* zuerst fanden. Die Xanthopterinoxydase der Leber (und der Milch)*** 
ist identisch mit der Xanthinoxydase, die in 8-Stellung des Purinringes die dritte 
OH-Gruppe einfiihrt. Auch Pteridoxamin geht unter Katalyse dieses Fermentes 
in 9-Oxy-pteridoxamin (iso-Xanthopterin) iiber**. DaB diese Reaktionen simtlich 
vom gleichen Ferment katalysiert werden, zeigte insbesondere Hofstee*’. Die 
Pterinoxydase ist ein Flavinenzym und wird als solches durch geringe Mengen 
Pteridoxamin-aldehyd-(8) ganz empfindlich gehemmt*»*6,27,28, jedoch wird 
dieser Aldehyd mit sehr kleiner Geschwindigkeit durch das gleiche Ferment in 
die Pteridoxamin-carbonsaure-(8) iibergefiihrt und die Hemmwirkung damit 
beseitigt *6, 

Entweder vor oder nach der fermentativen Spaltung der Pteroyl- 
glutaminséure zwischen dem Pteridin-Anteil und dem p-Amino-benzoyl- 
glutaminsaureanteil kénnte durch das gleiche oder ein anderes Ferment- 
system in 9-Stellung des Pteridinringes eine OH-Gruppe eingefihrt 
werden. Es waren dann 9-Oxy-pteridoxamin-aldehyd-(8), 9-Oxy- 
pteridoxamin-carbonsaure-(8) oder 9-Oxy-pteridoxamin (iso-Xantho- 
pterin) zu erwarten. Diese Uberlegung kime der Annahme von 


3-H. Wieland u. R. Liebig, Liebigs Ann. Chem. 555, 146 [1944]. 

*4 H. M. Kalckar u. H. Klenow, J. biol. Chemistry 172, 349 [1948]; H. M. 
Kalckar, ebenda 167, 429 [1947]. 

*% H.M. Kalckar u. H. Klenow, J. biol. Chemistry 172, 351 [1948]. 

*° 0. H. Lowry, O. A. Bessey u. EF. J. Crawford, J. biol. Chemistry 180, 
399 [1949]. 

*” B. H. J. Hofstee, J. biol. Chemistry 179, 633 [1949]. 

* H.M. Kalckar, N.O. Kjeldgaard u. H. Klenow, J. biol. Chemistry 
174, 771 [1948]. 
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Tschesche®® entgegen, daB der 9-Oxy-pteridoxamin-aldehyd-(8) ein 
Zwischenprodukt der Synthese von Pteroylglutaminsiure durch Bak- 
terien sei, wobei 9-Oxy-pteroylglutaminsiure intermediir entstehen 
miBte. Der fermentative Abbau durch Fermentsysteme des héheren 
Saugetierorganismus kénnte dann die Umkehrung der Synthese durch 
Einzeller sein. 


Wir verdanken Hrn. Prof. R. Tschesche eine Probe von 9-Oxy- 
pteridoxamin-aldehyd-(8), Hrn. Dr. E. Fischer, Farbwerke Hochst, 
eine Probe von 9-Oxy-pteridoxamin-carbonsiure-(8) sowie ihm und 
Hrn. Dr. P. Decker, Miinchen, Proben von 9-Oxy-pteridoxamin. 
Unser fermentatives Abbauprodukt unterschied sich in allen Punkten 
von den genannten Verbindungen, so da die letzterwihnte Hypothese 
fallen gelassen werden muB. Wir sind mit der Darstellung des Abbau- 
produktes beschaftigt und werden in Kiirze dariiber berichten. 


Beschreibung der Versuche 


Zu den ersten Versuchen wurde ein Leberbrei verwendet, der durch kraftiges 
Zerreiben von schlachtfrischer Schweineleber mit Quarzsand und Zusatz der 
leichen Menge m/15-Phosphatpuffer py 7,3 gewonnen wurde. Spiater stand ein 
omogenisator zur Verfiigung. Der mit Puffer verdiinnte, durch die Latapiemiihle 
gewonnene Leberbrei wurde 10 Min. bei 15000 U/Min. homogenisiert. Pteroyl- 
glutaminséure: ein Handelspraparat wurde 10—14-mal mit »/50-Salzsiure ver- 
rihrt und jeweils zentrifugiert. Die letzte Waschfliissigkeit fluoreszierte dann nach 
Zusatz von alkalischem Puffer kaum noch blau. Die gereinigte Saure wurde in 
so viel m/15-Phosphatpuffermischung py 7,3 aufgenommen, da8 1 ccm 0,5 mg 
enthielt. 


Ansiatze: 

1 3 4 
Leberhomogenat .. .’ 15 com 15 ccm 15 com 
m/15-Phosphatpuffer py 7,3 . — 15 ccm _— 
Substratlosung 15 com — 15 com 


Jeder Gesamtansatz entsprach 7,5 g Frischleber, 2 und 4 enthielten je 7,5 mg 
Pteroylglutaminsaure. Die Ansitze wurden in 100 com Erlemeyerkolben bei 38° C 
im Schiittelthermostaten inkubiert, in 1 und 2 wurde Sauerstoff und in 2 und 4 
Stickstoff eingeleitet. Vor Beginn der Inkubation wurde aus jedem Ansatz 10 com 
herauspipettiert und in je 20 ccm Aceton einlaufen lassen. Das gleiche geschah 
nach 2-stdg. Inkubation. 

Die Acetonfallungen wurden nach halbstiindigem Stehenlassen zentrifugiert 
und die iiberstehenden gelbgefarbten klaren Fliissigkeiten auf dem Wasserbad vom 
Aceton befreit. Nach dem schwachen Ansiuern mit einigen Tropfen n-HCl fiel 
ein schwachgelber Niederschlag, der die nicht umgesetzte Pteroylglutaminsaure 
einschloB. Es wurde in 20 com MeBkolben filtriert und aufgefillt. Je 5 ccm 
wurden mit dem gleichen Volumen Teorell-Stenhagen-Puffermischung py 12 ver- 
setzt und fluorometrisch vermessen. Die Fluoreszenzzahlen sind in Abb.1 als 
Saulen wiedergegeben. 

Hemmung durch Blausaure: Versuchsansitze wie vorher beschrieben, 
nur enthielten 3 und 4 je 0,5 ccm neutralisierte KCN-Lésung, so daB die End- 
konzentration an HCN n/1000 war. Saimtlichen Ansitzen wurde Sauerstoff ein- 


_ #9 R. Tschesche, Vortr..wahrend der Chemiedozententagung 23.—25. April 
1950 in Bonn, vgl. Angew. Chem. 62, 336 [1950]. 
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geleitet. Zur Zeit Null und 120 Min. wurden je 10 ccm entnommen und wie be- 
schrieben mit Aceton gefallt und weiter aufgearbeitet. Die Ergebnisse stellt 
Abb. 2 dar. 

Veranderung des py: 200g gekiihlte Schweineleber wurden mit 200g 
Quarzsand in einer eisgekiihlten Reibschale gut zerrieben und in kleinen Anteilen 
mit 200 ccm 0,9-proz. Kochsalzlésung versetzt. Nach scharfem Zentrifugieren 
verwandte man die braungefirbte Mittelschicht. Die ausgewaschene Pteroyl- 
glutaminséure wurde in 0,2-proz. Natriumbicarbonatlésung aufgenommen. Jeder 
Ansatz enthielt 5 com Lebersuspensioa, 3 ccm 0,2-m.Phosphatpuffer py 6,8, 7,0, 
7,2, 7,4 und 7,6, und 2 ccm Substratlésung mit etwa 2 mg Pteroylglutaminsiure. 
4 Stdn. Inkubation im Schiittelthermostaten bei 38° C unter Durchleiten von Luft. 
Weiterverarbeitung wie oben beschrieben. Die Ergebnisse zeigt Abb. 3. 

Veraénderung der Substratkonzentration: 6 Ansitze zu je 30 ccm 
enthielten 7,5, 5,5, 4,0, 2,5 und 1,0 mg Pteroylglutaminsaéure. 120 Min. Inkubation 
im Schiittelthermostaten unter Durchleiten von Sauerstoff. Weiterverarbeitung 
wie beschrieben. Von den klaren Filtraten nach Ausfillen der Zellbestandteile 
mit Aceton wurden je 2ccm mit 8 ccm Puffermischung py 12 versetzt. Die Er- 
gebnisse zeigt Abb. 4. 


Fermentversuch zur Gegenstromverteilung : 


Ansiatze : 
3 
Lebersuspension _ 
Phosphatpuffer m/15 py 7,3 . 20 ccm 
Substratlésung in Phosphat- 
puffer ee 5 com 5 com 5 ccm 


Ansatz 2 wurde 1 Stde., die iibrigen 5 Stdn. unter Durchleiten von Sauerstoff 
im Schiittelthermostaten bei 38°C inkubiert. 

Nach Ende wurden simtliche Ansatze mit je 50 ccm Aceton versetzt, nach 
60 Min. zentrifugiert, die klaren iiberstehenden Lésungen auf dem Wasserbad vom 
Aceton befreit, mit wenig Salzséure angeséuert und mit Ather extrahiert. Die 
waiBrigen Lésungen wurden dann im Vakuum zur Trockne eingeengt und die Riick- 
stinde mit 10 ccm n/50-Salzsiure, mit n-Butanol gesattigt, aufgenommen. 8 ccm 
dienten dann zur Gegenstromverteilung. Die Ergebnisse enthalt Abb. 5. 

Abnahme der Fluoreszenzintensitat: WaBrige Lésungen der in Abb. 6 
bezeichneten Pterine wurden mit Phosphatpuffermischung py 6,62 versetzt, so 
daB die in der Abszisse angegebenen Konzentrationen erreicht wurden. Die reinen 
waBrigen Lésungen hatten gegeniiber dem Chininsulfat-Standard etwa eine Flu- 
oreszenzintensitat zwischen 80—90. Die Intensitaten der Ansitze wurden gemessen, 
die Maximalfluoreszenz gleich 100 gesetzt und die iibrigen Werte als Prozente 
hiervon berechnet. 
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Die Isolierung von Lutein aus Vogelfedern und der Nachweis 
von Astaxanthin im Gefieder einiger Végel 


Von 
Otto Vélker 
Aus dem Zoologischen Institut der Justus-Liebig-Hochschule GieBen 
(Der Schriftleitung zugegangen am 13. Marz 1951) 


Trotz zahlreicher Arbeiten, die sich mit der Isolierung und Rein- 
darstellung von Carotinoiden aus dem Tierkérper beschaftigen, ist 
meines Wissens bis heute noch niemals iiber die praparative Darstellung 
eines carotinoiden Stoffes aus dem Gefieder der Vogel berichtet worden, 
ein Tatbestand, auf den mit Recht auch P. Karrer und E. Jucker! 
in ihrer Monographie hinweisen. Im Rahmen einer friiheren Unter- 
suchung? wurde dieses Ziel zwar angestrebt, doch gelang es uns nicht, 
bis zur kristallisierten Abscheidung eines Lipochroms aus Vogelfedern 
zum Zwecke seiner naheren Charakterisierung vorzudringen. Es ist 
bemerkenswert, welch minimale Mengen von Carotinoiden bei der 
groBen Oberfliche der Federn intensive Gelbfarbungen hervorrufen. 
Die colorimetrische Bestimmung des Gesamtcarotinoidgehaltes der 
Federn ergeben als durchschnittliche Werte (als Lutein berechnet) fir 
einen Finkenvogel, wie den Griinling (Chloris), Kanarienvogel (Serinus) 
und Goldammer (Emberiza) je etwa 100 y Farbstoff pro Vogel, fiir den 
etwa dreimal so groBen Pirol (Oriolus), wenn es sich um alte und aus- 
gefarbte Mannchen dieser Art handelt, etwa 1 mg. Dies, ist etwa die 
Carotinoidmenge, die in einem sattgelb gefarbten Hiihnereidotter ent- 
halten ist. Neben diesen geringen Farbstoffmengen kommt aber als 
erschwerend fiir eine praparative Darstellung des Pigments der Um- 
stand hinzu, daB die meisten der in den Federn abgelagerten Xantho- 
phylle nicht einheitlich sind, was sich in einer deutlichen Zonenbildung 
im Chromatogramm zu erkennen gibt. Giinstigere Voraussetzungen 
bieten hier die Federn von Goldammer und Pirol. Bei diesen Arten ist 
in ganz tiberwiegendem Mae in den Federn ein Xanthophyll enthalten, 
das in allen seinen Eigenschaften, wie Spektrum, Verteilung und Ad- 
sorption mit Lutein iibereinstimmt. 

Derartige Erwaigungen quantitativer und qualitativer Art waren 
entscheidend bei der Wahl der goldgelben Federn des Pirols (Oriolus) 
als Ausgangsmaterial fiir die Isolierung des gelben Federlipochroms. 
Gelbe Federn von Papageien sind hierzu jedenfalls vollig ungeeignet. 
Dank dem groBen Entgegenkommen von Hrn. Professor E. Strese- 
mann, Berlin, der mir auf meinen Wunsch zehn ausgezeichnete, gold- 
gelb gefarbte Balge des afrikanischen Pirols, Oriolus auratus, iiberlieB, 


1 P. Karrer u. E. Jucker, Carotinoide, Basel 1948. 

2? H. Brockmann u. O. Vélker, diese Z. 224, 193 [1934]; O. Vélker, Biol. 
Zbl. 64, 184 [1944]; H. Kritzler, Physiol. Zodlogy XVI, 241 [1943]; F. H. Test, 
University California publications in Zoélogy 46, 371 [1942]. 





Otto Vélker, Die Isolierung von Lutein aus Vogelfedern (S. 20a). 


Abb. 2. Astacin aus Federn des Rotbauchwiirgers, Laniarius barbarus (aus Pyridin- 
Wasser). 
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war es mir moglich, die Isolierung des in ihnen enthaltenen Luteins 
anzustreben. 

Auf die peinlichste Reinigung der Federn vor der Extraktion mit 
Methanol-Natronlauge in der Warme wurde gréBter Wert gelegt. Die 
weitere Aufarbeitung geschah nach den iiblichen Methoden’. Als un- 
umginglich erwies sich die chromatographische Reinigung des Xantho- 
phylls an Calciumcarbonat mit Benzin vom Sdp. 50—75° als Ent- 
wickler. Nach der Elution der einheitlich dottergelb gefarbten Haupt- 
zone gelang schlieBlich aus Methanol-Petrolaither die Abscheidung eines 
kristallisierten Rohprodukts, das bei 176° schmolz. Beim wiederholten 
Umkristallisieren aus Methanol-Ather schieden sich prachtvolle, durch 
ihren Gehalt an Methanol metallisch glinzende Kristalle ab, die in 
allen ihren Eigenschaften vollig iibereinstimmten mit einem kristalli- 
sierten Luteinpriparat aus Tagetes (Abb. 1). Nach 2-maligem Ent- 
mischen des Farbstoffes zwischen Petrolither und Methanol und ins- 
gesamt 6-maligem Umkristallisieren, gelang es, den Schmelzpunkt bis 
auf 182° (Mikro) hochzutreiben. Er schmolz an derselben Stelle wie ein 
Vergleichspraiparat aus Tagetes (182°) und gab im Mischschmelzpunkt 
mit diesem keine Depression. Spektroskopisch besteht véllige Gleichheit 
der Praparate, die sich auch im Mischchromatogramm als einheitlich 
erwiesen. Zur Elementaranalyse wie zur Messung der optischen Ak- 
tivitét reichten die erhaltenen wenigen Milligramme der Substanz nicht 
aus. Trotzdem besteht kein Zweifel mehr an der Identitaét mit Lutein, 
das in freier Form in der Feder vorliegt. Das Lutein hatte durch die 
Verteilung auf die enorme Oberfliche der Federn und sein jahrzehnte- 
langes Verharren in diesen (die Bilge waren durchschnittlich 60 Jahre 
alt) seine Kristallisationsfahigkeit nicht eingebiiBt. 

Damit wurde erstmals ein Carotinoid aus Federn isoliert. Da die 
Nahrung des Pirols aus Insekten, vorzugsweise Raupen besteht, daneben 
aber auch aus Friichten, so bezieht der Vogel sein Lutein teils mittelbar 
teils unmittelbar aus jener. Die Spezifitat in der Aufnahme carotinoider 
Stoffe, die den Organismus des Vogels (Xanthophylitier) so sehr von 
dem gewisser Saéuger (Kuh, Pferd) (Carotintiere) unterscheidet, gilt 
auch in hohem MaBe fiir die Feder, denn hier konnte — aus den Federn 
von 10 Pirolen — ein Kohlenwasserstoff mit den Absorptionsbanden 
des #-Carotins und entsprechender Adsorptionsfarbe an Aluminium- 
oxyd nur in Spuren, gerade eben zum spektroskopischen Nachweis 
ausreichend, nachgewiesen werden. Entsprechendes gilt ja bekanntlich 
fiir die Carotinoide des Hiihnereidotters und die des Hiihnerfettes*. 

Ein in geringer Menge neben dem Lutein in den Federn des Pirols vorhandenes 
Xanthophyll mit kurzwelligeren Absorptionsbanden (,,Kanarienxanthophyll“), 


das stirker adsorbiert und sich daher im Chromatogramm als gelber Ring vom 
Lutein abtrennen la8t, konnte nicht in Substanz gefaBt werden. 


3’ R. Kuhn, A. Winterstein u. E. Lederer, diese Z. 197, 141 [1931]. 
4 L. Zechmeister, Ergebn. Physiol. biol. Chem. exp. Pharmakol. 89, 117 


[1937]. 





22 Otto Vélker, Ed. 288 (1951) 


Auch iiber die stoffliche Natur der in vielen roten Vogelfedern 
abgelagerten carotinoiden Farbstoffe, wie wir solche im Gefieder zahl- 
reicher Finken, Spechte, Papageien und vieler anderen Arten antreffen, 
war bisher nichts Sicheres in Erfahrung zu bringen. In Ermangelung 
praparativer Daten ist man nur auf qualitative Angaben angewiesen. 
Nach Ausweis der Chromatographie sind rote Lipochrome in der Regel 
aus einer gelben und einer roten ,,Komponente“ zusammengesetzt, 
wobei der rote Anteil den gelben in seiner Farbwirkung meist tiberdeckt. 
Oft sind aber der gelbe und der rote Anteil nicht einheitlich. Die ,,Gelb- 
komponente‘“ ist meist identifizierbar mit Lutein oder einem Umwand- 
lungsprodukt aus diesem. Die ,,Rotkomponente“ hingegen ist in ihren 
Eigenschaften — Spektrum, Adsorptionsverhalten, Léslichkeit — 
schwer zu charakterisieren. Es gelang bisher in keinem der zahlreich 
untersuchten Faille, eine bestimmte Aussage iiber die stoffliche Natur 
irgendeines roten Lipochroms zu machen. Auch die. eingehende Unter- 
suchung der bei den Papageien so weit verbreiteten roten Federfarb- 
stoffe fiihrte hier zu keinem greifbaren Erfolg. Man hegt berechtigte 
Zweifel an dem Vorliegen definierter Substanzen. Méglicherweise handelt 
es sich hier um.zersetzte Carotinoide, wie man solche auch in der Pflanze 
mitunter findet. 

Véllig anders verhalt sich dagegen das leuchtend karminrote Lipo- 
chrom der Rotbauchwiirger, Laniarius atrococcineus, erythrogaster 
und barbarus. Es sind dies Singvogelarten, unseren Wiirgern verwandt, 
die im tropischen Afrika weit verbreitet sind. Die Federn enthalten nur 
rotes Lipochrom ohne Beimengung von Gelb. Nach seiner Extraktion 
mit schwacher alkoholischer Lauge stimmt der saure Farbstoff in allen 
seinen Eigenschaften mit Astacin iiberein. Auch erweist er sich im 
Mischchromatogramm mit Astacin anderer Herkunft als einheitlich. 
Das nach dieser Aufarbeitung erhaltene rote Federlipochrom von 
Laniarius ist also identisch mit dem Farbstoff des gekochten Hummers 
(Astacus gammarus), wie man diesen nach alkalischer Behandlung aus 
Panzer, Hypodermis und Eiern dieses Tieres erhalt. Nun ist aber das 
Astacin ein Kunstprodukt, das aus Astaxanthin, einer wasserstoff- 
reicheren Verbindung bei Gegenwart von Sauerstoff und Alkali unter 
Dehydrierung entsteht. Von diesem ist bekannt, daB es bei strengem 
Ausschlu8B von Sauerstoff tiefblaue Alkalisalze bildet, die bei Zutritt 
von Luft schlagartig zum Astacin (Tetraketon) dehydriert werden’, 
wobei die Farbe nach Rot umschlagt. 

Diese streng spezifische Farbreaktion des Astaxanthins bietet nun- 
mehr die Méglichkeit, auch bei Laniarius nach der Natur des nativen 
Federfarbstoffes zu fragen. Die Reaktion setzt jedoch eine peinliche 
Vermeidung von Alkali bei der Freilegung des Pigments voraus. Sie 
geschieht am geeignetsten durch etwa achttigiges Vorbehandeln der 
Federn in einer konzentrierten Lésung von Kaliumrhodanid bei Zimmer- 


~ 8 R. Kuhn u. NA. Sérensen, Ber. dtsch. chem. Ges. 71, 1879 [1938]; 
R. Kuhn, J. Stene u. N. A. Sérensen, Ber. dtsch. chem. Ges. 72, 1688 [1939]. 
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temperatur, worauf sich der Farbstoff den Federn mit siedendem 
Methanol weitgehend entziehen und hierauf quantitativ ins Benzin 
iiberfiihren 1é8t. Das hypophasische Verhalten bei der Verteilung 
spricht fiir sein Vorliegen in unverestertem Zustand. Wenn man nun 
mit der auf diese Weise erhaltenen Lésung des zuvor chromatogra- 
phisch gereinigten Farbstoffes die Astaxanthinreaktion ausfiihrt, indem 
man nach dem Vorgange von R. Kuhn die Pyridinlésung unter vélligem 
Ausschlu8 von Sauerstoff — unter Stickstoff — mit Alkoholat (Kalium- 
butylat) versetzt, so tritt die fiir Astaxanthin charakteristische Farb- 
reaktion, eine tiefe Blaufarbung auf, die bei Zutritt von Luft augen- 
blicklich nach Rot umschlaigt, wobei unter Dehydrierung Astacin ge- 
bildet wird. Die dabei auftretenden Farbténe und der zeitliche Verlauf 
der Reaktion sind genau die gleichen wie beim Astaxanthinester aus 
Haematococcus spec., der zum Vergleich herangezogen wurde. Damit 
ist erstmals Astaxanthin, das native Hummerpigment, aus Vogel- 
federn eindeutig nachgewiesen und somit das erste rote Lipochrom 
in Vogelfedern iiberhaupt charakterisiert®. Bei Laniarius barbarus 
gelang es auch, das im Dehydrierungsversuch gebildete Astacin in Sub- 
stanz, in Form seiner typischen sichelférmig gebogenen Niadelchen zu 
fassen (Abb. 2). 

Unsere Vermutung, es kénnte sich Astaxanthin auch in lebhaft 
karminroten Federn anderer Arten finden, die in ihrer Rotnuance weit- 
gehend mit der von Laniarius iibereinstimmen, wie z. B. beim Flamingo 
(Phoenicopterus ruber) und beim Roten Sichler (Guara rubra), hat sich 
nicht bestatigen lassen, was um so iiberraschender ist, als gerade beim 
Flamingo eine Astaxanthinzufuhr mit der Crustaceennahrung sehr 
naheliegend erscheint. In diesen beiden Fallen handelt es sich aber um 
mehr oder minder einheitliche Lipochrome (ohne Gelbkomponente), 
die nach alkalischer Behandlung keine sauren Eigenschaften zeigen, 
wahrend Astacin saure Eigenschaften besitzt. 

_In diesem Zusammenhang interessiert die Feststellung von C. Manunta’, 
der aus dem roten Fett eines Flamingos ein Carotinoid (Fenicotterin) in geringer 
Menge isolierte, welches an Astacin erinnert, doch nicht mit diesem identisch ist. 

Was die Frage nach der Verbreitung des Astaxanthins in der 
Klasse der Vogel betrifft, so hat die Priifung von Federn und Eidottern 
einer Reihe von Arten bislang noch zu keinem positiven Ergebnis ge- 
fiihrt. Dennoch diirfte es weiter verbreitet sein, als es zunichst den 
Anschein hat. 

Ernahrungsphysiologisch wie biochemisch interessiert die Frage, 
woher die Rotbauchwiirger ihr Astaxanthin beziehen, das etwa die 
Halfte ihres Gefieders — die gesamte Unterseite — leuchtend rot farbt. 
In der Nahrung der Rotbauchwiirger, die hauptsichlich aus Insekten 
besteht, spielt Astaxanthin, wenn iiberhaupt, dann wohl nur eine unter- 


6 0. Vélker, Naturwiss. 37, 309 [1950]. 
7 C.Manunta, Helv. chim. Acta 22, 1151 [1939]. 
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geordnete Rolle. Wir miissen daher annehmen, da die Végel das 
Astaxanthin aus anderen Carotinoiden der Nahrung selbst zu bilden 
vermégen, wie dies auch fiir die beiden bis jetzt einzigen Astaxanthin- 
vorkommen in der Klasse der Végel, die ,,Rosen“‘ des Jagdfasans 
(Phasianus colchicus) und die Olkugeln der Hiihnerretina gilt. Zwar ist 
in neuester Zeit auch unter den Insekten, bei Heuschrecken (Acrididen 
und Locustiden) Astaxanthin nachgewiesen worden®, doch ist nicht aus- 
gemacht, ob solche Astaxanthintrager in der Nahrung von Laniarius 
eine Rolle spielen. Bei dieser Gelegenheit sei daran erinnert, daB es eine 
ganze Anzahl von Vogelarten gibt, die ihre nicht naher definierte rote 
carotinoide Gefiederfarbe auch im Kiafigleben in voller Schénheit zu 
reproduzieren vermag und dies bei einem védllig einseitigen Angebot 
von nur gelben Carotinoiden im Futter, unter denen Lutein weit vor- 
herrscht. Beispiele hierfiir sind Kapuzenzeisig (Spinus cucullatus), 
Kardinal (Cardinalis cardinalis), Bandfink (Amadina fasciata) und 
viele rote Papageien (Psittaci). Diese Arten vermégen also offensichtlich 
gelbes Lipochrom der Nahrung in rotes umzuwandeln. Meines Erachtens 
diirfte bei den Rotbauchwiirgern ein Parallelfall hierzu vorliegen. 


Zusammenfassung 


Das in den ‘gelben Federn eines afrikanischen Pirols: enthaltene 
Xanthophyll wird isoliert und seine Identifizierung mit Lutein aus 
Tagetes durchgefihrt. 

In den Federn dreier Rotbauchwiirger la8t sich als natives rotes 
Lipochrom Astaxanthin nachweisen. Das im Dehydrierungsversuch 
gebildete Astacin wird in Substanz gefaBt. Die Méglichkeit der Ent- 
stehung von Astaxanthin aus gelben Carotinoiden der Nahrung wird 
diskutiert. 

Hrn. Professor E. Stresemann, Berlin, schulde ich herzlichen Dank fiir 
die Uberlassung der iene Vogelbalge, Hrn. Professor R. Kuhn, Heidelberg, 
fiir die liebenswiirdige Uberlassung eines Luteinpraparates und schlieBlich der 
Notgemeinschaft der Deutschen Wissenschaft fiir die Gewahrung einer 
Sachbeihilfe. 


8 T. W. Goodwin u. S. Srisukh, Nature [London] 161, 525 [1948]; Biochem. 
J. 45, 263 [1949]; S. Okay, Bull. Soc. zool. France 74, 11 [1949]. 
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Uber weitere einfache Mitosegifte, 1-Amino-acenaphthen 
und Derivate 


Von 
Hans Lettré! und Maria Stratmann? 
Aus dem Organisch-chemischen Institut der Universitat Gottingen 
(Der Schriftleitung zugegangen am 21. Marz 1951) 


Bei der Untersuchung der Abhiangigkeit der Mitosegiftwirkung von 
der Konstitution des Colchicins sind wir zu dem Ergebnis gekommen, 
daB, vom Colchicin C,,H,,0,N (I. Formel nach Windaus) ausgehend, 
das Colchinol C,,H,,0,N (II) die einfachste Verbindung mit mitose- 
hemmender Wirkung ist, die aus dem Colchicin selbst hergestellt werden 
kann. Durch Vergleich von synthetischen Verbindungen kamen wir zu 
der Feststellung, daB das 4’-Methoxy-stilbylamin C,;H,,ON (III) noch 
eine teilungshemmende Wirkung besitzt, und wir haben diesen Stoff 
als das einfachste Mitosegift bezeichnet, das noch in seiner Konstitution 
mit dem Colchicin Verwandtschaft hat®. Inzwischen haben wir aber 
Verbindungen gefunden, die eine noch geringere Zahl von Atomen 
enthalten und Wirksamkeit besitzen. So erwies sich das 4’-Methyl- 
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1 Jetzige Anschrift: Institut fiir experimentelle Krebsforschung der Univer- 
sitit Heidelberg. 

2 Auszug aus der Dissertation M. Stratmann, Gottingen 1948. 

3H. Lettré, M. Albrecht u. H. Fernholz, Naturwiss. 29, 390 [1941]; 
Lettré u. H. Fernholz, diese Z. 278, 175 [1943]; H. Lettré, Ergebn. Physiol., 
biol. Chem. exp. Pharmakol. 46, 379 [1950]. 
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stilbylamin C,,H,,N (III), das J. Delitzsch in ihrer Dissertation, 
Gottingen 1946, beschrieben hat, auch noch als wirksam. Das unsub- 
stituierte Stilbylamin C,,H,;N zeigt hingegen keine Wirksamkeit. Die 
Stilbylamine lassen sich als Analoge zu entsprechenden Phenanthren- 
derivaten auffassen. Es besteht nun formell noch eine andere Méglich- 
keit, zu einem mehrkernigen Ringsystem iiberzugehen, in dem die 
Stilbylamingruppe enthalten ist, naimlich durch Kondensation der 
beiden Benzolkerne, so daB man vom 4’-Methyl-stilbylamin zu dem 
5-Methyl-l-amino-acenaphthen, C,,;H,,N (IV), kommt. 

Zur Priifung dieses Verbindungstyps haben wir daher 1-Amino- 
acenaphthen (IV) und Substitutionsprodukte dargestellt. Das 1-Amino- 
acenaphthen ist von Morgan und Stanley‘ beschrieben worden. Die 
Autoren gingen vom Acenaphthenchinon aus, in dem sie eine Carbony]- 
gruppe mit PCl, durch zwei Chloratome ersetzten und diese reduktiv 
entfernten. Das so erhaltene Acenaphthenon wurde -iiber das Oxim in 
das Amin iberfiihrt. Da die Ausbeuten dieser Reaktionsfolge sehr 
schlecht sind, haben wir einen anderen Weg eingeschlagen. Acenaphthen 
wurde nach Fieser und Kason®> mit Mennige in Hisessig oxydiert. 
Das entstandene Acetoxyderivat des Acenaphthens wurde zum Ace- 
naphthenol-(1) verseift. Wahrend Acenaphthen bei der direkten Oxy- 
dation mit Chromsaure in Eisessig Acenaphthenchinon, Naphthalsaure 
und Acenaphthylen liefert, kann man nach Marquis* Acenaphthenol 
mit Chromsaure in guter Ausbeute in Acenaphthenon iiberfiihren. Die 
Versuchsbedingungen hierfiir, die bei Marquis nicht angegeben sind, 
beschreiben wir im experimentellen Teil. Zur Reduktion des Oxims 
bewahrte sich nicht die von Morgan und Stanley angegebene Methode 
mit Zinkstaub in 75-proz. Essigsiure. Wir haben daher wie in anderen 
Fallen’ die Reduktion mit Natriumamalgam und Alkohol in schwach 
essigsaurem Medium nach Allen und Buck® angewandt. Hierbei 
erhielten wir in guter Ausbeute das 1-Amino-acenaphthen. Die Priifung 
dieser Verbindung an Hiihnerherzfibroblasten in der Gewebekultur 
ergab eine sehr schwache Mitosegiftwirkung mit Dosen iiber 100 y/cem. 
Dieser Befund war sehr iiberraschend, da das unsubstituierte Stil- 
bylamin auch in diesen hohen Dosen keine Wirkung besitzt. Acenaphthen 
selbst ruft an pflanzlichen Zellen und an Hefe Polyploidisierung hervor’. 
Es bestand die Méglichkeit, daB eine Wirksamkeit des Acenaphthens 
an der tierischen Zelle nur wegen seiner Wasserunloéslichkeit nicht zur 
Entfaltung kommen kann. Die Einfiihrung einer Aminog@uppe in das 
Acenaphthenmolekiil wiirde dann nur als Transportfunktion eine Wir- 
kung erméglichen, die an sich schon dem Acenaphthenmolekiil zukaime. 

4 G. T. Morgan u. H. M. Stanley, J. Soc. Chem. Ind. 44, 493 [1925]. 

5 L. F. Fieser u. J. Kason, J. Amer. chem. Soc. 62, 432 [1940]. 

® Marquis, C. r. hebd. Séances Acad. Sci. 182, 1227 [1926]. 

7 H. Lettré u. Delitzsch, diese Z. 281, 139 [1944]. 

8 Allen u. Buck, J. Amer. chem. Soc. 52, 311 [1930]. 

® Kostoff, C. r. Acad. Sci. URSS 19, 197 [1938]; Bauch, Naturwiss. 29, 
503 [1941]. 
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Wir haben daher zum Vergleich auch das 5-Amino-acenaphthen gepriift, 
das aber keinerlei mitosehemmende Wirkung zeigte. 

Zur Darstellung des 5-Methyl-l-amino-acenaphthens versuchten 
wir zunichst die gleiche Reaktionsfolge wie beim Acenaphthen, vom 
5-Methyl-acenaphthen ausgehend, durchzufiihren. Zur Darstellung des 
5-Methyl-acenaphthens selbst haben wir drei verschiedene Methoden 
ausprobiert: 1. Ausgehend vom 5-Brom-acenaphthen durch Austausch 
des Halogens gegen die Cyangruppe und Reduktion der Cyangruppe 
zur Methylgruppe mit Hydrazin (analog der Darstellung von 3-Methyl- 
pyren nach Vollmann)!®. 2. Umsetzung der Grignard-Verbindung aus 
5-Brom-acenaphthen mit Jodmethyl (analog der Darstellung von 
9-Methyl-phenanthren nach Bachmann)". 3. Reduktion des Ace- 
naphthen-5-aldehyds (Fieser und Jones)!?. Der Acenaphthen-5- 
aldehyd ist aus Acenaphthen nach der Methode von Vilsmaier und 
Haack® durch Umsetzung mit N-Methyl-formanilid und Phosphor- 
oxychlorid gut zuginglich’?. Zur Reduktion des Aldehyds bewéihrte 
sich die Clemmensen-Reduktion und die Reduktion mit Hydrazin'? 
nicht. Hingegen gab die Spaltung des Hydrazons mit Atzkali nach 
Lock und Stach" ein befriedigendes Resultat. Das fiir die Versuche 
bendtigte 5-Methyl-acenaphthen wurde nach dieser dritten Methode 
dargestellt, da die beiden ersten Methoden zu geringe Ausbeuten ergaben. 


Die Oxydation zum Acenaphthenol wurde zunachst genau wie beim 
Acenaphthen durchgefiihrt. Dabei entstand neben groBen Mengen 
harziger Produkte als einziges kristallisiertes Produkt ein Dioxyace- 
naphthen, in dem wahrscheinlich auch die Methylgruppe oxydiert ist. 
Wurde in gréBerer Verdiinnung gearbeitet, so entstand in guter Ausbeute 
ein Methylacenaphthenol vom Schmp. 168—169°. Durch weitere Oxy- 
dation mit Chromséure wurde ein Methylacenaphthenon vom Schmp. 
104—105° erhalten. Bei der Oxydation kann die Hydroxylgruppe 
entweder an das C-Atom1 oder C-Atom 2 treten; das entstandene 
Produkt kann also entweder 5-Methyl- oder 6-Methyl-acenaphthenon-(1) 
sein. Ein 5-Methyl-acenaphthenon-(1) ist von Buu-Hoi und Cag- 
niant?® durch Cyclisierung aus 4-Methyl-naphthyl-(1)-essigsiure-chlorid 
erhalten worden. Hierfiir wird der Schmp. 92° angegeben. Wir erhielten 
bei der Nacharbeitung dieses Produkt mit einem Schmp. von 98—99°, 
das mit dem aus 5-Methyl-acenaphthen erhaltenen eine Depression des 
Schmelzpunktes zeigte. Danach ist die Oxydation des 5-Methyl-ace- 
naphthens ausschlieBlich am C-Atom 2 erfolgt und das so erhaltene 
Produkt das 6-Methyl-acenaphthenol-(1). Die Darstellung des 5-Methyl- 


neers Vollmann, Becker, Streck u. Corell, Liebigs Ann. Chem. 531, 109 
7). 

Bachmann, J. Amer. chem. Soc. 56, 1365 [1934]. 

12 L. F. Fieser u. Jones, J. Amer. chem. Soc. 64, 1666 [1942]. 

13 Vilsmayer u. Haack, Ber. dtsch. chem. Ges. 60, 119 [1927]. 

14 G. Lock u. K. Stach, "Ber. dtsch. chem. Ges. 76, 1252 [1943]. 

4% Buu-Hoi u. Cagniant, C. r. hebd. Séances Acad, Sci. 214, 315 [1942]. 
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acenaphthenons erfolgte nach dem von Buu-Hoi angegebenen Ver- 
fahren vom «-Methyl-naphthalin ausgehend. Aus den beiden Methyl- 
acenaphthenonen wurden iiber die Oxime die Amine hergestellt. Das 
5-Methyl-1-amino-acenaphthen zeigte bei der Priifung an der Gewebe- 
kultur mit 20 y/em Wirksamkeit, das 6-Methyl-Derivat mit der gleichen 
Dosis. 

Aus £-Methyl-naphthalin wurde nach der Synthese von Buu-Hoi 
die 2-Methyl-naphthalin-1-essigsaéure dargestellt und deren Saurechlorid 
dem Ringschlu8 mit Aluminiumchlorid unterworfen. Aus diesem 
3-Methyl-acenaphthenon wurde iiber das Oxim das Amin dargestellt, 
das mit 45 y/eem Wirksamkeit zeigte. 

Die Darstellung eines Methoxyderivates ist uns unter Anwendung 
der gleichen Reaktionsfolge nicht gelungen, so da wir keinen direkten 
Vergleich der Wirksamkeit mit den Methoxystilbylaminen durchfihren 
kénnen. Die vorliegenden Versuche zeigen aber, daB man im 1-Amino- 
acenaphthen und seinen Substitutionsprodukten noch einfachere Ver- 
treter des Stilbylaminsystems finden kann, die eine teilungshemmende 
Wirkung besitzen. 

Das stark cancerogene Methylcholanthren 148t sich als ein sub- 
stituiertes Aceriaphthen auffassen. Es wire von groBem Interesse, fest- 
zustellen, ob ein 15- oder 16-Amino-methylcholanthren eine mitose- 
hemmende Wirkung besitzt. So wie in der Reihe des Dibenzanthracens 
die Einfiihrung von Hydroxylen in 9, 10-Stellung 6strogene Wirkung 
hervorruft, kénnte ein Aminoderivat Mitosehemmung zeigen. Von 
Fieser!® wurde durch Oxydation von Methyl-cholanthren mit Blei- 
tetraacetat ein 15-Oxy- und Oxo-Derivat erhalten. Leider lieB sich dieses 
Keton nicht in ein Oxim iiberfiihren, so da8 wir das gewiinschte Amin 
nicht herstellen konnten. Diese Versuche sollen wieder aufgenommen 
werden, wenn Ausgangsmaterial zur Verfiigung steht. 

Frl. Ursula Héwener danken wir fiir ihre Hilfe bei der Auswertung der 
Substanzen an den Gewebekulturen. 


Beschreibung der Versuche 


Acenaphthenol-(1): 15,4g Acenaphthen werden in 300 ccm Eisessig 
gelést und bei 60—70° unter Riihren im Laufe von 2 Stdn. portionsweise mit 100 g 
Mennige versetzt, wobei der erneute Zusatz jeweils nach Verbrauch der vorher 
zugefiigten Menge erfolgt. Nach dem Erkalten wird von einem geringfiigigen Riick- 
stand abgegossen und die Lésung mit Wasser verdiinnt. Die sich hierbei als Ol 
abscheidende Acetylverbindung des Acenaphthenols wird in Ather aufgenommen. 
Die gewaschene und getrocknete atherische Lésung wird abgedampft und der Riick- 
stand 1 Stde. mit methylalkoholischer Kalilauge (10 g Atzkali in 40 com Wasser 
und 100 cem Methanol) unter RiickfluB erwirmt. Nach dem Abkiihlen wird das 
Acenaphthenol mit Wasser gefallt, abfiltriert und getrocknet. Zur Reinigung wird 
aus Benzol umkristallisiert. Ausb. 11 g (65°/ d. Th.) vom Schmp. 144,5°. 

Acenaphthenon-(1): 6g Acenaphthenol-(1) werden in 200 ccm Eisessig 
gelést und bei Raumtemperatur im Laufe von 2 Stdn. tropfenweise mit der Lésung 


16 L. F. Fieser u. Hershberg, J. Amer. chem. Soc. 60, 2546 [1938]. 
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von 3,6g Kaliumbichromat in wenig Wasser und 150 ccm Eisessig versetzt. 
Das Acenaphthenon wird mit Wasser ausgefallt und zur Reinigung mit Wasser- 
dampf destilliert. Farblose Nadeln aus Alkohol vom Schmp. 121°. Ausb. 4,5 g 
(75% d. Th.). 

Acenaphthenon-(l)-oxim: 4,5g Acenaphthenon werden 5 Stdn. mit 
2,5 g Hydroxylamin-hydrochlorid in 25 ccm trockenem Pyridin unter Riick- 
fluB gekocht. Nach dem Erkalten wird das Oxim mit Wasser ausgefallt. Farblose 
Blattchen aus Alkohol vom Schmp. 175°. Ausb. 3,7 g (76% d. Th.). 

1-Amino-acenaphthen-hydrochlorid: 1,5 g Acenaphthenonoxim 
werden in 40 ccm absol. Alkohol gelést und in der Warme auf einmal mit 80g 
3,5-proz. Natriumamalgam versetzt. Unter Erwirmen werden zur Aufrecht- 
erhaltung der sauren Reaktion 8 ccm Eisessig im Laufe von 90 Min. tropfenweise 
hinzugefiigt. Nach dieser Zeit wird die zur Auflésung des abgeschiedenen Natrium- 
acetats notwendige Menge heiBen Wassers hinzugegeben und noch 30 Min. weiter- 
gekocht. Die vom Quecksilber abgegossene Lésung wird im Vakuum vom Alkohol 
befreit, mit Wasser verdiinnt und nach Priifung auf saure Reaktion zur Entfernung 
von unverandertem Oxim mit Ather ausgeschiittelt. Die waiBrige Lésung wird mit 
Ammoniak alkalisch gemacht und das Amin mit Ather ausgeschiittelt. Aus der 
getrockneten und eingeengten atherischen Lésung wird mit atherischer Salzsiure 
das Hydrochlorid gefallt. Aus absol. Alkohol mit Ather bildet es farblose Nadelchen, 
aus verd. Salzséure Blattchen. Schmp. 270’ (Zers.). Ausb. 0,68 g (40% d. Th.). 
N-Acetyl-Derivat: aus Benzol farblose Nadeln vom Schmp. 205°. 

5-Methyl-acenaphthen: 2 g Acenaphthen-5-aldehyd werden in 50 ccm 
Alkohol gelést und bei 70° mit 1,5 com Hydrazinhydrat versetzt. Dann wird 
genau 5 Min. gekocht und zur Vermeidung der Azinbildung schnell abgekiihlt. Das 
Produkt wird durch Zugabe von 50 ccm Wasser in Form goldgelber Blattchen ab- 
geschieden, schnell abgesaugt und im Vakuum getrocknet. Das vollkommen trockene 
Hydrazon wird mit der 20-fachen Gewichtsmenge trockenen, feinpulverisierten 
Atzkalis gut verrieben und in einem Erlenmeyer-Kolben mit aufgesetztem Calcium- 
chloridrohr 2 Stdn. auf 100—110° erhitzt. Schon nach kurzer Zeit scheiden sich 
am kalten Teil des Kolbens lange Nadeln dee Methylproduktes ab. Nach dem Er- 
kalten wird die Masse mit Wasser versetzt und ausgeathert, wobei das als Neben- 
produkt entstandene Azin zuriickbleibt. Der Riickstand der Atherlésung wird bei 
100° sublimiert. Farblose Nadeln vom Schmp. 95—96° in Ubereinstimmung mit 
Fieser!*, Ausb. 0,94g (50% d. Th.). 

Oxydation des 5-Methyl-acenaphthens: Fiihrt man die Oxydation des 
5-Methyl-acenaphthens unter den gleichen Bedingungen durch, wie sie vorstehend 
fiir Acenaphthen angegeben sind, so erhalt man bei der analogen Aufarbeitung 
harzige braune Produkte, die nur teilweise in Ather léslich sind. Nach der Ver- 
seifung der atherléslichen Teile konnte eine kleine Menge (60 mg aus 3 g 5-Methyl- 
acenaphthen) eines kristallinen Produktes vom Schmp. 210° erhalten werden, 
dessen Analyse den Eintritt von zwei Sauerstoffatomen anzeigt. 

C,;H,,0, (200). Ber. C 78,0, H 6,0. Gef. C 77,7, H 6,0. 
6-Methyl-acenaphthenol-(1): Zur Gewinnung des Mono-oxy-Derivates 
muBte in gréBerer Verdiinnung gearbeitet werden. 2 g 5-Methyl-acenaphthen 
wurden in 200 ccm Kisessig unter den Bedingungen wie beim Acenaphthenol be- 
schrieben mit 12g Mennige oxydiert. Bei der analogen Aufarbeitung wurden 
Ne g (52,5% d. Th.) farbloser Nadeln (aus Alkohol) vom Schmp. 168—169° er- 
alten. 


C,3H,,0 (184). Ber. C 84,8, H 6,5. Gef. C 84,4, H 6,7. 
6-Methyl-acenaphthenon- (1): Darstellung analog Acenaphthenon. Farb- 
lose Nadeln aus Benzol. Schmp. 104—105°. Ausb. 67,5°/, d. Theorie. 
C,3H,,0 (i82), Ber. C 85,7, H 5,5. Gef. C 85,5, H 5,5. 


Oxim: Farblose Nadeln aus Alkohol, Schmp. 206°. 











30 Uber weitere einfache Mitosegifte Bd. 288. (1951) 


6-Methy]-l-amino-acenaphthen-hydrochlorid: Darstellung analog 1- 
Amino-acenaphthen. Farblose Nadeln vom Schmp. 292° (Zers.). rey 32% d. 
Theorie. 

N-Acetyl-l-amino-6-methyl-acenaphthen: Farblose Nadeln aus. Benzol 
vom Schmp. 233°. 

C,;H,;ON (225). Ber. N 6,2. Gef. N 6,4. 
5-Methyl-acenaphthenon-(1): Die Darstellung erfolgte nach Buu-Hoi 
und Cagniant durch RingschluB des Saurechlorids der 4-Methyl-naphthalin- 
l-essigsdure mit Aluminiumchlorid. Fiir den Schmp. dieser Séure geben die 
Autoren 148° an, wir fanden 178°. 
C,3H,,0, (200). Ber. C 78,0, H 6,0. Gef. C 77,7, H 6,2. 

Das Keton bildet aus Methanol farblose Nadeln vom Schmp. 98—99° statt 
92° nach Buu-Hoi!5. Mit 6-Methyl-acenaphthenon-(1) Depression des Schmp. 
Oxim: Farblose Nadeln aus Methanol vom Schmp. 204°. 

5-Methyl-l-amino-acenaphthen-hydrochlorid: Darstellung analog 1- 
Amino-acenaphthen. Farblose Nadeln vom Schmp. 310° (Zers.). 

N-Acetyl-Derivat: Farblose Nadeln vom Schmp. 244°. 

C,;H,;ON (225). Ber. N 6,2. Gef. N 6,5. 
3-Methyl-acenaphthenon-(1): Darstellung nach Buu-Hoi und Cag- 
niant™ durch RingschluB des Saurechlorids der 2-Methyl-naphthalin-1-essig- 
siure (Schmp. 176°). Den Schmp. des Ketons fanden wir in Ubereinetimayahg mit 
den Autoren bei 120°. 

Oxim: Farblose Nadeln aus Methanol vom Schmp. 202°. 

3-Methyl-l-amino-acenaphthen-hydrochlorid: Darstellung analog 1- 
Amino-acenaphthen. “Farblose Nadeln vom Schmp. 280° (Zers.). 

\-Acetyl-Derivat: Farblose Nadeln vom Schmp. 232°. 


C,;H,,ON (225). Ber. N 6,2. Gef. N 6,7. 


Zusammenfassung 


1-Amino-acenaphthen laBt sich als ein kondensiertes Stil- 
bylaminsystem auffassen. Im Gegensatz zum unsubstituierten Stil- 
bylamin zeigt.diese Verbindung mit Dosen von 100 y/ecm eine Mitose- 
hemmung an in vitro geziichteten Fibroblasten. Die 3-, 5- und 6-Methyl- 
derivate zeigen mit 45 bzw. 20 und 20 y/ccm Wirksamkeit. 5-Amino- 
acenaphthen besitzt keine mitosehemmende Wirkung. 
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Zur Methode der a-Tocopherolbestimmung im Serum 
nach Emmerie und Engel 


Von 


Hans-Georg Schulz 


Aus der Medizinischen Universitétsklinik und Poliklinik Géttingen 
Direktor: Prof. Dr. R. Schoen 


(Der Schriftleitung zugegangen am 11. April 1951) 


A) Zur Aufnahme der fiir die kolorimetrische Bestimmung notwendigen Eich- 
kurve schligt Kofler' vor, den durch saure Verseifung gewonnenen schwefel- 
sauren alkoholischen «-Tocopherolextrakt direkt mit Cer(IV)-sulfat zu titrieren. 
(Indikator Diphenylamin bzw. Leuko-Malachitgriin als auBeren Indikator). 

Wahrend Athanol gegen Cer(IV)-sulfat nicht véllig resistent ist und zudem 
die Endpunkte in beiden Fallen nicht gut erkennbar sind, gibt folgendes Verfahren 
gut reproduzierbare Werte: 

Der aus a-Tocopherol-acetat nach Verseifung mit methanolischer KOH 
(zweckmaBig im N,-Strom) gewonnene Extrakt wird eingedampft und mit Petrol- 
ather aufgenommen. Nach dem Waschen mit 50-proz. Alkohol, 1-n. HCl und H,O 
werden 20 ccm des Petrolitherextraktes mit 50 ccm n/100-Ce(SO,),- Lésung 
unter Zusatz von 2 ccm 20-proz. H,SO, 20 Min. kraftig geschiittelt. Der Petrol- 
ather fairbt sich durch das gebildete Tocopherol- chinon kraftig gelb. Nach dem 
Abtrennen werden zur Cer(IV)-sulfatlésung nach Erwairmen auf 70° 40 ccm n/100 
Oxalsiure + 2ccm 20-proz. H,SO, gegeben. Der Oxalsiureiiberschu8 wird mit 
n/100-Kaliumpermanganat zuriicktitriert. 

B) Die Reinigung des Petrolitherextraktes zur Beseitigung stérender Sub- 
stanzen (Carotinoide) nach Kofler! durch chromatographische Reinigung an 
Aluminiumoxyd (Eluieren mit Benzol) erschien uns besonders bei stark gelb ge- 
farbten Serum-Extrakten nicht vdéllig ausreichend. 

Nach unseren Erfahrungen ist die nachstehend an einem Beispiel beschriebene 
chromatographische Reinigung an Watte-Aluminiumoxyd vorzuziehen. 

80 ccm Petrelather, enthaltend 100 g «-Tocopherol werden durch eine 2-stufige 
Adsorptionsséule langsam hindurchgesaugt und anschlieBend mit dem gleichen 
Lésungsmittel eluiert. 

Adsorptionssiule : 
1. gepreBte, mit Petrolither entfettete Watte, H=6cm, @ 2cm. 

2. schwach aktives Aluminiumoxyd, H = 6cm, @ 1,5 cm. 


Das «-Tocopherol findet sich im Eluat wie folgt wieder: 
ccm Petrolither 80 + 25 Nachwaschen | 50+ | 25+ | 25+ | 25+ | 25 


% Tocopherol 0 110 |35 |35 |20 |o 


Ohne die iiber dem Aluminiumoxyd befindliche Watteschicht l4Bt sich das 
o-Tocopherol nur sehr schlecht mit dem gleichen Lésungsmittel eluieren — vor- 
ausgesetzt, daB der urspriingliche Petrolitherextrakt wie unter A beschrieben, 
gewaschen wurde. 

: ed so gereinigte Extrakt ist nach dem Eindampfen in den meisten Fallen 
arblos 

In Kontrollversuchen zugesetztes Vit. A war nach dem ersten 25 ccm Petrol- 
athernachwaschen quantitativ eluiert. 

Die Untersuchungen wurden mit Unterstiitzung der Firma E. Merck, Darm- 
stadt, durchgefiihrt. 





1M. Kofler, Helv. chim. Acta 30, 1069 [1947]. 
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Ein neues Gerat zur Schubmessung monomolekularer Filme 
Von 
S. Heller, A.-M. Fretzdorff und G. Weitzel 


Aus der Medizinischen Forschungsanstalt (Biochemische Abteilung) der Max-Planck -Gesellschaft, 
Gottingen 


(Der Schriftleitung zugegangen am 18. April 1951) 


Aufgabe eines Schubmessers ist es, die zum Zusammenschieben 
eines monomolekularen Films erforderliche Kraft in Abhingigkeit von 
der filmbedeckten Flache méglichst genau und reproduzierbar zu messen 
und damit die Aufnahme der F/A-Isotherme zu erméglichen. Dabei wird 
die Kraft F (force) in Dyn/em, die Flaiche A (area) in A? angegeben. 
Die in der alteren Literatur beschriebenen Apparate arbeiten mit einem 
beweglichen Schwimmer, der meist iiber Torsionsdrihte mit einer 
waageahnlichen Anordnung verbunden ist. Zur Messung der Schub- 
kriifte geht man dabei so vor, daB die Oberfliche schrittweise durch 
einen Schiebebarren verkleinert wird und die zu der jeweiligen Film- 
fliche gehérende Schubkraft durch Beobachtung der Schwimmer- 
Auslenkung bestimmt wird. In den meistcn Fallen bedient man sich 
der Nullmethode, d. h. die Auslenkung wird kompensiert und die Kom- 
pensationskraft gemessen. Eine Beschreibung der bekanntesten und 
allgemein verbreiteten Apparate-Formen, auch als ,,Langmuir-Waagen“ 
oder ,,Film-Waagen“ bezeichnet, findet sich bei Adam!. Aus verschie- 
denen Griinden erscheint. jedoch die Bezeichnung ,,Waage“ fiir ein 
Gerit zur Messung von Schubkriften als ungeeignet; wir folgen einem 
Vorschlage Trurnits? und sprechen von ,,Schubmessern“. Im Laufe 
der Zeit haben die Gerate zahlreiche Variationen erfahren, worauf hier 
nicht naéher eingegangen werden soll; siehe hierzu die von Trurnit 
1945 gegebene Ubersicht 2, Dagegen sind in den letzten Jahren von 
Trurnit® bzw. von Stenhagen‘ zwei Prizisionsgerate beschrieben 
worden, auf deren kennzeichnende Merkmale kurz hingewiesen sei: 

Trurnits* Schubmesser enthalt wie die meisten friiheren Gerite Schwimmer 
und Torsionsdraht, die Auslenkung des Schwimmers wird durch einen Spiegel zur 
Anzeige gebracht und durch Drehen des Torsionsdrahtes auf Null kompensiert. 
Der Drehungswinkel wird mit Hilfe eines von einem Polarisationsapparat stam- 
menden Teilkreises ermittelt und dient als Ma8 der Schubkraft. Als Vorteile der 
Apparatur gibt Trurnit® neben hoher Empfindlichkeit die Verwendung nur 
eines Torsionsdrahtes an, auBerdem bildet der Schwimmer mit den Randkulissen 
ein vom Schubmesser unabhangiges Aggregat, wodurch sich Trog und Schwimmer 


leichter reinigen lassen. 
Das aus dem Stenhagenschen Laboratorium stammende Gerat ist dagegen 


in wesentlichen Teilen anders aufgebaut‘: An Stelle eines Torsionsdrahtes ist der 





1 N. K. Adam, The Physics and Chemistry of Surfaces, 3. Aufl. Oxford 1941. 
2H. J. Trurnit, Fortschr. Chem. organ. Naturst. 4, 347—476 [1945]. 

3H. J. Trurnit, Z. Naturforschg. 2b, 258 [1947]. 

4 St. Stallberg-Stenhagen u. E. Stenhagen, Nature [London] 159, 814 


[1947]. 
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Schwimmer mechanisch mit einer Schubstange verbunden, die durch ihre Be- 
wegung die Verdrillung eines Metallbandes verandert, welches einen Spiegel tragt. 
Der Schiebebarren wird durch hydraulischen Antrieb bewegt, die gesamte F/A- 
Isotherme wird durch den Drehspiegel kontinuierlich registriert, die Nachteile der 
Nullmethode fallen weg. Die Auslenkung des Schwimmers ist sehr gering und 
betragt auch bei hohen Schubkraften nicht mehr als 0,01 mm. 

Den bisher in der uns zuginglichen Literatur beschriebenen Geriten 
haften mit Ausnahme des letztgenannten wesentliche Nachteile an: Die 
iibergroBe Stéranfalligkeit des MeBorgans schon gegeniiber Luftbe- 
wegungen, die leichte Verletzlichkeit des Schwimmers mit der Gefahr 
des Undichtwerdens, die umstiandliche Anderung des MeBbereiches 
durch Auswechseln des Torsionsdrahtes, die zeitraubende Nullkompen- 
sation und somit der Verzicht auf automatische Registrierung. Fiir 
Serienmessungen gréBeren Umfanges sind derartige Geriite wenig ge- 
eignet. 

Wir standen vor der Aufgabe, zur Untersuchung vollstandiger 
Reihen langkettiger aliphatischer Verbindungen einen Apparat zu kon- 
struieren, der eine méglichst rasche Durchfiihrung der Messungen mit 
der erforderlichen Genauigkeit unter Benutzung eines nicht stéranfalligen 
MeBorgans gestatten sollte. Einen Schubmesser, der diese Bedingungen 
bereits weitgehend erfiillte, haben wir kurz in der 4. Mitteilung zur 
Biochemie verzweigter Carbonsiuren® beschrieben. Schon dieses Gerit 
unterschied sich wesentlich von den bis dahin iiblichen Apparaten, 
denn wir waren von der mit zahlreichen Nachteilen behafteten Schub- 
messung mittels Torsionsdrahts abgegangen, hatten den Schwimmer 
durch eine Barriere in Form einer beweglichen vertikalen Wand ersetzt 
und die sehr kleinen Auslenkungen der Barriere mechanisch-optisch 
ibertragen, so daB man photographisch registrieren konnte. Im Vergleich 
zu unserer heutigen Apparatur stellt das damalige Gerit® jedoch 
nur eine Vorstufe dar, denn in der Zwischenzeit haben wir es weiter 
entwickelt und vervollkommnet. Da es sich in seiner jetzigen Gestalt 
bei uns in etwa 1800 Prazisionsmessungen gut bewahrt hat, geben wir 
im folgenden eine genaue Beschreibung des neuen Schubmessers; seine 

kennzeichnenden Merkmale seien zunaichst kurz zusammengestellt : 

1. Der benutzte Metalltrog (Wasseroberfliche 100x800 mm, Wassertiefe 
6mm) ist aus einem Stiick Flachmessing gearbeitet und vernickelt. An der 
Unterseite des Troges sind in gutem Warmekontakt Kupferrohre angebracht, die 
zur Temperierung des Troges mit Wasser der gewiinschten Temperatur durch- 
strémt werden kénnen. Da in den bisherigen MeGreihen nur Versuchstemperaturen 
zwischen 10 und 30 erforderlich waren, geniigte diese Anordnung an Stelle eines 
Thermostaten. 


2. Wie in unserem oben erwahnten friiheren Apparat® erfolgt die Abgrenzung 
der filmbedeckten von der reinen Wasseroberflache nicht durch einen ,,Schwimmer“, 
sondern durch eine senkrecht die Oberfliche durchschneidende, an zwei Feder- 
gelenken aufgehangte Barriere in Form einer beweglichen Wand aus paraffiniertem 
Messingblech. Sie ist durch eine abgedichtete gewellte Tombakfolie mit dem Trog- 
rand verbunden. Bei den alteren, in der Literatur beschriebenen Apparaten, welche 


5 G. Weitzel, A.-M. Fretzdorffu. W. Savelsberg, diese Z. 285, 230 [1950]. 
Hoppe-Seylers Zeitschrift f. physiol. Chemie. 288 3 
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noch mit echten, horizontalen Schwimmern arbeiten, stellt das Undichtwerden des 
Schwimmers mit Uberkriechen des Films eine stete Gefahr und Hauptfehlerquelle 
dar. Durch die Umwandlung des Schwimmers in eine bewegliche vertikale Wand 
ist bei unserer Apparatur ein Undichtwerden ausgeschlossen. AuBerdem ist die 
Anordnung durch eine angebrachte Arretierung so robust, daB sie sich ohne weiteres 
bei der Reinigung mit einem Wasserstrahl abspritzen laBt. 

3. Die Barriere besitzt infolge ihrer hohen Direktionskrafte eine im Vergleich 
zu etwaigen Stérschwingungen relativ groBe Eigenschwingungszahl, so daB Reso- 
nanzeffekte durch Luft- oder Wasserbewegungen nicht zu befiirchten sind. Ander- 
seits sind rasche Stérschwingungen, z. B. durch Gebiudeerschiitterungen, be- 
kanntlich leicht zu daimpfen. 

4. Durch Auslenkung der pendelartig aufgehingten Barriere (siehe hierzu 
Abb. 1) wird ein Spiegel gedreht und dadurch das optisch entworfene Bild einer 
Einfaden-Lampe iiber die Flache eines Photoelementes gefiihrt. Durch eine Teil- 
Abdeckung wird erreicht, daB bei der Spiegel-Bewegung die auf das Photoelement 
fallende Lichtmenge proportional zur Spiegelbewegung verandert wird. Die vom 
Photoelement gelieferten Stréme werden einem Registriergalvanometer zugefiihrt. 
Einzelheiten der Konstruktion gehen aus Abb. 2 (s.u.) hervor. Die durch die 
Spiegelbewegungen ausgelésten Stromanderungen hingen von der Helligkeit der 
Lampe ab, so daB durch Variation der Lichtintensitat der Lampe in einfachster 
Weise die Empfindlichkeit der Schubmessung in weitesten Grenzen geandert 
werden kann. Im Gegensatz zu den oben erwaihnten Apparaten**, bei denen zur 
Anderung der Empfindlichkeit das MeBorgan ausgewechselt werden muB, geniigt 
hierzu in unserer Anordnung die Bedienung eines Drehwiderstandes. Weiterhin 
machen wir von der Méglichkeit Gebrauch, durch elektische Siebglieder und 
Dampfungsmittel unerwiinschte Stérschwingungen wahlweise auszuschalten, ohne 
die charakteristische Kurvenform der F/A-Isotherme zu beeintrachtigen. 

5. Die Umwandlung der mechanischen Bewegungen in elektrische Stréme hat 
den weiteren Vorteil, daB die Registrierung des Kurvenverlaufs an beliebiger 
Stelle im Raume und auch doppelt vorgenommen werden kann. Von der 
letzteren Méglichkeit machen wir insofern Gebrauch, als der Ablauf der Messung 
nicht nur in der lichtdichten Registrierkassette festgehalten wird, sondern zugleich 
vom Experimentator auf einem Schaltpult verfolgt werden kann. Dieses tragt 
neben simtlichen Bedienungsknépfen eine mit Teilung versehene Mattscheibe, 
auf der ein Lichtzeiger die jeweilige Schubkraft angibt. Dadurch ist der Beobachter 
fortlaufend tiber den Stand der Messung unterrichtet und hat es in der Hand, an 
einer gewiinschten Stelle, z.B. bei Kondensationsbeginn, die Empfindlichkeit 
wahrend der Messung zu vergréBern und auch wieder herabzusetzen. Ebenso 
werden Stérungen wahrend der Messung, z. B. Uberlaufen des Films, sofort erkenn- 
bar. 

6. Der Vorschub des Barrens erfolgt mittels Zahnstange durch einen erschiitte- 
rungsfrei laufenden Synchronmotor, der zugleich mit der Registriertrommel ge- 
koppelt ist. Die Trommel befindet sich in einem lichtdichten Kasten zusammen 
mit dem Registriergalvanometer und einer Lampe, die Markierungszwecken dient. 
Beim Vorwartsschieben des Barrens durchliuft die Zahnstange drei kontakt- 
gebende Stellen: die erste davon gibt auf dem Registrierpapier in Form einer 
Eichzake die Empfindlichkeit in Dyn an, die zweite und dritte entsprechen Mar- 
kierungspunkten, aus denen die jeweilige Filmflache ersichtlich ist (Naheres tiber 
absolute und relative Eichung s. u.). Die automatische Registrierung erlaubt damit 
die Ausfihrung zahlreicher Messungen in relativ kurzer Zeit ohne Beeintrachtigung 
der Genauigkeit; als Ergebnis jeder Messung erhalt man eine Kurve, die zu gege-. 
bener Zeit ausgewertet werden kann. Aus zahlreichen Messungen, die wir zu ver- 
schiedenen Zeitpunkten im Laufe eines Jahres mit identischen Testsubstanzen 
unter gleichen auBeren Bedingungen ausgefiihrt haben, geht die ausgezeichnete 
Reproduzierbarkeit der mit dieser Apparatur erhaltenen Ergebnisse hervor. 
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Allgemeine Arbeitstechnik 


Der Trog wurde unbenetzbar gemacht durch in der Warme aufgeriebenes 
Eisenstearat, zwischen den Messungen polierte man nach mit einem Gemisch von 
Eisenstearat und Paraffin (Schmp. 50°). Der Schiebebarren, ein prismatischer 
Glasstab von quadratischem Querschnitt, wurde in gleicher Weise wie der Trog 
unbenetzbar gemacht, wahrend dies bei der Barriere durch Eintauchen in ein 
heiBes Paraffinbad erfolgte. Das zur Trogfiillung benutzte Wasser war aus einer 
Quarzapparatur frisch doppelt destilliert und wurde im allgemeinen nicht ange- 
siuert, da Vergleichsmessungen auf 0,l-n.HCl keine abweichenden Ergebnisse 
lieferten. Die Reinigung des Troges nach jeder Messung erfolgte durch Absaugen 
des Wassers, abspiilen mit Leitungswasser und Nachwaschen mit destilliertem 
Wasser. Zur Kontrolle ausgefiihrte Leerversuche ergaben, daB diese Reinigungs- 
methode durchaus geniigend ist. Vor dem Auftropfen der benzolischen Lésung der 
zu untersuchenden Substanz wurde die Wasseroberflache in bekannter Weise mit 
Glasbarren abgestreift. Substanz-Einwaagen (10—20 mg) mit Halb-Mikrowaage 
auf 0,02 mg genau, eingewogen in Kugelpipette® und in 5—9 g Benzol gelist. Ver- 
wendung thiophenfreien, doppelt iiber Natrium destillierten Benzols. Leerversuche, 
in denen nur die entsprechende reine Benzolmenge aufgetropft wurde, ergaben 
keine filmartigen Effekte. Man spreitete durch Auftropfen von 25—45 mg (2—3 
Tropfen) der benzolischen Lésung, entsprechend etwa 30—100 y Substanz, unter 
moglichst vollstandiger Ausnutzung der Troglange. 

Die Dauer einer Messung einschlieBlich simtlicher Arbeitsginge wie Fiillung 
des Troges, Einwigen, Spreiten und Zuriickwagen, Barrenvorschub, Entwickeln 
und Fixieren der aufgenommenen Kurve, Entleeren und Reinigen des Troges 
betragt etwa 20 Minuten. Die Geschwindigkeit des Barrenvorschubs belauft sich 
im allgemeinen auf 1 mm/Sek.; Vergleichsversuche zeigten, daB auch die Steigerung 
der Geschwindigkeit auf das dreifache an den Resultaten nichts anderte. 


Einzelne Bauelemente des MeBorgans 


Der Rahmen (1) ist an den Feder- 
gelenken (2) pendelnd aufgehangt; (3) 
sind gewellte Tombakfolien, die einer- 
seits am Rahmen und anderseits an 
den Kulissen (4) angelétet sind, diese 
sitzen abdichtend auf den Randern 
des Troges (5). Das Ganze stellt eine 
bewegliche Wand dar, die den Film 
auf der einen Seite begrenzt und beim 
Auftreten einer Schubkraft um einige 
Hundertstel Millimeter ausweicht. Die 
Auslenkung verursacht durch einen 
Ubertragungsstab (6) eine kleine Dre- 
hung des Spiegels (7). Uber diesen 
Spiegel wird vermittels einer Optik (8) Abb. 1. Barriere. 
das Bild einer Einfadenlampe (9) an 
der Stelle (10) entworfen. Eine Abdeckung (11) sorgt dafiir, daB nur ein Teil 
des Fadenbildes auf das Photoelement (12) fallt. Der Strom des Photoelementes 
wird einem Schaltkasten (13) zugeleitet, der in bekannter Weise eine gegebenen- 
falls gewiinschte Siebung und Dampfung der Stromanderungen erlaubt. Eine 
Galvanometer-Anordnung (14) mit Registriereinrichtung gestattet die photographi- 
sche Aufzeichnung des Kurvenverlaufs auch bei Tageslicht. 

Um beim Reinigen der Apparatur eine Verstellung des beweglichen Systems 
zu vermeiden, kann dieses mittels der Arretierschraube (19) durch Andriicken an 
den Stift (20) festgelegt werden. 





6 W. D. Harkins u. R. J. Myers, J. chem. Physics 4, 716 [1936]. 
3* 
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EKichung 


Zur Kontrolle der Empfindlichkeit dient eine Einrichtung, die aus einem an 
der Ubertragungsstange (6) sitzenden leichten Hebel (15) besteht, der auf der einen 
Seite einen Weicheisenkern (16) tragt. FlieBt durch die Spule (17) der durch ein 
MeBinstrument kontrollierte Eich- 
StromstoB, so wird auf das System 
immer das gleiche Drehmoment aus- 
geiibt. Auf der anderen Seite des 
Hebels kann der Reiter (18) aufgesetzt 
werden, um in einfacher Weise die 
elektrisch und mechanisch erzeugten 
Drehmomente vergleichen zu kénnen. 
Durch eine einmal vorgenommene Ab- 
solut-Eichung wird das durch den Eich- 
StromstoB erzeugte Drehmoment in 
Beziehung gesetzt zu der an der Bar- 
riere wirkenden Schubkraft in Dyn/cm. 
Mit Hilfe dieser Eichanordnung 
wurde durch stufenweise VergréBe- 
rung der Drehmomente die Linearitat 
des MeBorgans nachgewiesen. Um zu 
einer Absolut-Eichung zu gelangen, 
kann man so verfahren, daB man 
durch eine Hilfseinrichtung auf die 
Barriere eine tangentiale bekannte 
Kraft ausiibt und die dazugehérige 
Auslenkung der Barriere in Beziehung 
zum KEich-StromstoB setzt. Ist die 
wirksame Barrierenlange bekannt, so 
Abb. 2. Lichtsteuerung mit Registrierung. kann der Eich-Ausschlag in Dyn/em 

ausgedriickt werden. 











Auswertung der erhaltenen Kurven 


Wie im vorigen Abschnitt gezeigt wurde, laBt sich durch Absolut- 
Eichung (z. B. Auswagen) die Empfindlichkeit des Apparates hinsichtlich 
der ausgeiibten Drehmomente direkt bestimmen. Um daraus die Dyn- 
werte/em zu erhalten, ist die Kenntnis der wirksamen Barrierenlange 
notwendig, welche unter Beriicksichtigung der speziellen Barrierenform 
zu errechnen ist. Es hat sich jedoch in vielen Hinsicht als vorteilhafter 
erwiesen, durch Absolutmessung charakteristische Punkte der F/A- 
Kurve einer Testsubstanz in Bezug auf ihre Dynwerte ein fir allemal 
festzulegen und diese dann als Bezugssystem fiir unbekannte Substanzen 
zu verwenden. Als Testsubstanz benutzten wir reinste, synthetisch dar- 
gestellte Palmitinsiure, die in ihrem F/A-Diagramm die bekannten, 
scharf ausgeprigten Knickpunkte besitzt. Man hatte daran denken 
kénnen, als charakteristischen Bezugspunkt der F/A-Kurve den Dyn- 
wert beim Kollaps des Filmes heranzuziehen. Unsere Erfahrungen 
haben jedoch gezeigt, daB der Kollapspunkt durch geringfiigige auBere 
Zufalligkeiten sehr leicht beeinfluBbar ist. Dies ist nicht verwunderlich, 
da es sich beim Zusammenbruch des Films ahnlich wie bei der Bruch- 
grenze in der Mechanik um eine gewaltsame Zerstérung handelt, d. h. 
nur unter optimalen Verhaltnissen wird die Héchstbelastung erreicht. 





et 
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Weit besser definiert sind manche Ubergangs-Punkte zwischen den 
einzelnen Steilheitsstufen der F/A-Isotherme, z. B. bei der Konden- 
sation eines Palmitinsaurefilms der Beginn des letzten, sprunghaft steil 
ansteigenden Abschnitts der F/A-Kurve (Punkt P in Abb. 3). 


kK 











b B 
Abb. 3. F/A-Isotherme von n-Palmitinsiure. Photographisch registrierte Original- 
kurve. t = 20°, E = Eichzacke, A und B= Markierungen zur Berechnung des 


Flachenbedarfs, D = Kondensationsbeginn, P = Knickpunkt mit ,,Plateau‘, 
K = Kollaps. 


In Abb. 3 ist eine Originalkurve, aufgenommen bei 20°, der von 
uns als Eichsubstanz benutzten n-Palmitinséure wiedergegeben. Punkt K 
entspricht dem Kollaps des Films, in Héhe des Punktes P hat die Kurve 
einen kurzen, aber deutlich erkennbaren fast waagerechten Verlauf, den 
wir als ,,Plateau‘‘ bezeichnen, siehe hierzu Abb. 3a, die P im Original- 
MaBstab zeigt. Durch dieses regelmaBig auftre- 
tende Plateau wird die Abmessung auf der Ordi- 
nate an dieser Stelle besonders erleichtert. Zahl- 
reiche Kontrollmessungen zeigten, daB Punkt P im 
Gegensatz zum Kollaps K nur eine sehr geringe 
Streuung in den Dynwerten zeigt. Dies geht aus 
Tab. 1 hervor, in welcher, bezogen auf die 
gleiche Empfindlichkeit, bei einigen Eich- 
messungen mit m-Palmitinsdéure bei 20° fiir die 
Punkte P und K die Dynwerte zusammengestellt 
sind. Diese sind ausgedriickt in mm Abstand von 
der Grundlinie und zeigen in den K-Punkten deut- 4p}, 3a. Plateau“ P 
lich gréBere Schwankungen als in den P-Punkten. im Original-MaBstab. 
Die oberen acht in Tab. 1 angefiihrten Mes- 
sungen zeigen bei K eine mehr als doppelt so hohe maximale Streuung 
um den Mittelwert als bei P, entsprechend der bereits oben erwahnten 
Eigenart des Kollapspunktes als ,,Bruchgrenze‘‘. Die unteren vier Mes- 
sungen der Tab. 1 sind solche, bei denen aus duBerlich erkennbaren 
Griinden, z. B. Erschiitterung des Hauses durch laufende Motoren, der 
Film wahrend der Messung mechanischen Stérungen ausgesetzt war. 
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Dadurch wurde, wie aus der Streuungsbreite deutlich hervorgeht, der 
Dynwert des Zusammenbruchs erheblich beeintrichtigt, nicht aber 
der Dynwert bei P, dessen Streuung im Vergleich zu den unge- 
storten Messungen unverandert blieb. 


Tab. 1. Vergleich der Dynwerte von P und K, ausgedriickt in mm Abstand von der 
Grundlinie. t = 20°. 





Nr. der Messung Hohe von P in mm Hoéhe von K in mm 





90,8 
90,8 
91,4 
93,5 
94,5 
94,8 
87,9 
96,4 


Mittelwerte: 40,9 92,5 
Maximale Streuung: + 2,2% + 5,5% 


1340 40,5 86,8 
1185 41,4 100,1 
1355 - 41,6 86,8 
1326 40,1 82,3 

















Maximale Streuung, bezogen auf die obigen Mittelwerte: 
+ 2,2% 


+ 2,2% + 11,0% 





Wie bereits oben bei der Beschreibung der Eichung ausgefihrt 
wurde, bewirkt zu Beginn jeder Messung ein Eich-StromstoB ein gegen 
die Barriere gerichtetes Drehmoment und dadurch eine Eichzacke auf 
der registrierten Kurve. In Abb. 3 (s. 0.) ist die Eichzacke mit E be- 
zeichnet, ihre Hohe wird bei der Auswertung der Kurve in mm aus- 
gemessen. Da die Schubkraft, die der Héhe von E in Dyn entspricht, 
entweder durch Absolut-Eichung oder durch Vergleich mit Punkt P 
einer Test-Palmitinsiure bekannt ist, lassen sich somit die Dynwerte 
simtlicher Punkte der gemessenen F'/A-Isotherme berechnen. 

Um die Flaichenwerte berechnen zu kénnen, sind in der regi- 
strierten F/A-Isotherme zwei weitere Markierungen angebracht. Diese 
erscheinen als vertikale Linien, in Abb. 3 als A und B bezeichnet, und 
entsprechen bestimmten Punkten auf dem Langsrande des Troges; 
z. B. in einer Entfernung von 35 und 55 cm von der Barriere. Da die 
photographische Registrierung im gleichen MaBstab wie der Barren- 
Vorschub auf dem Trog erfolgt, hat man zur Errechnung der Flachen- 
werte lediglich von den gewiinschten Punkten der Kurve die Lote auf 
die Grundlinie zu fallen und die Abstinde zwischen den Fu8punkten 
der Lote und den Markierungspunkten auszumessen. In Tab. 2 sind fiir 
die gleichen Messungen wie in Tab. 1 die Flachenwerte fiir die Punkte D, 
P und K angegeben. Punkt D entspricht dem ersten, deutlichen Knick- 
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punkt der Kurve, aus dem dazugehérigen Flaichenbedarf laBt sich die 
, limiting area“ des Einzelmolekiils berechnen. 


Tab. 2. Flachenwerte von n-Palmitinséure in den Punkten D, P und K. t = 20°. 
Nr. der Flachenbedarf des Einzelmolekiils in A? in: 
Messung i D P = 


23,81 19,66 18,87 
23,78 19,60 18,75 
24,53 19,98 18,87 
19,81 18,78 
19,72 18,97 
19,64 18,84 
20,14 19,23 
19,85 18,91 
19,91 18,96 
19,92 18,90 
19,98 19,00 
19,77 18,85 


Mittelwerte: 19,83 18,91 
Maximale Streuung: + 3,1% + 1,6% + 1,7% 





























Empfindlichkeit der Schubmessung 


Wie oben bereits erwihnt wurde, la6t sich die Empfindlichkeit der 
Schubmessung durch Variation der Lichtstérke der Einfaden-Lampe 


in beliebiger Weise regulieren. In Abb. 4 ist eine Messung von n-Palmitin- 
siure bei 20° wiedergegeben, bei welcher die F/A-Isotherme des Films 
zunachst mit hoher Empfindlichkeit im expandierten Stadium und im 
Kondensationsbeginn (bei D) aufgenommen wurde (Abschnitt XV). 
In Y erfolgte die Umschaltung auf geringere Empfindlichkeit, wodurch 
die Schreibhéhe der registrierten Kurve sowie ihre Steilheit entsprechend 
herabgesetzt wurde (Abschnitt YZ). 








x Y Zz 


Abb. 4. Umschaltung der Empfindlichkeit wahrend einer F/A-Messung von 
n-Palmitinséure bei 20°. 





40 Heinz Rodeck und Engelbert Lindgen, Bd. 288 (1951) 


‘Die Empfindlichkeit der in Abb. 4 wiedergegebenen Messung ent- 
sprach in ihrem ersten Abschnitt (XY) einer Eichzacke von 160 mm, 
in ihrem zweiten Abschnitt (YZ) einer solchen von 40 mm Schreibhéhe 
auf dem Registrierpapier. Die Eichzacke entspricht in jedem Falle einer 
Schubkraft von 20 Dyn/cm. Nimmt man fiir die Auswertung der regi- 
strierten Kurve als kleinste, noch abmeBbare Langendifferenz der 
Schreibhéhe 0,2 mm an, so ergibt sich fiir den ersten Abschnitt (XY) 
eine Empfindlichkeit von 0,025 Dyn, fiir den zweiten Abschnitt (YZ) 
0,1 Dyn. Selbstverstindlich hatte man aber auch mit noch héherer 
oder noch geringerer Empfindlichkeit arbeiten kénnen. Meist ist es 
wiinschenswert, bei einer Empfindlichkeitsinderung wahrend der Auf- 
nahme den Nullpunkt bzw. die Nullinie beizubehalten. In diesem Falle 
wird der MeBbereich am besten stufenweise verandert, wobei gleichzeitig 
in den Stromkreis des Photoelementes entsprechende Kompensations- 
spannungen eingefiigt werden miissen. Dies la8t sich mit Hilfe eines 
Doppelschalters in einfacher Weise bewerkstelligen. 


Zusammenfassung 


Es wird ein Gerat zur Schubmessung monomolekularer Filme be- 
schrieben, welches an Stelle des bisher iiblichen MeBorgans (Schwimmer 
mit Torsionsdraht) eine pendelartig aufgehingte, die Wasseroberflaiche 
vertikal durchquerende Wand (,,Barriere“‘) besitzt, die absolut dicht mit 


den Trogrindern verbunden ist. Die mechanischen Bewegungen der 
Barriere werden auf ein Lichtsteuergerait iibertragen und elektrisch 
registriert. Die Apparatur arbeitet vollautomatisch, ihre Empfindlich- 
keit laBt sich in weitesten Grenzen vom Schaltbrett aus, auch wihrend 
der Messung, in beliebiger Weise einstellen. 


Zur Frage der Calciumbestimmung im Blutserum 
Von 
Heinz Rodeck und Engelbert Lindgen 


Aus der Kinderklinik der Medizinischen Akademie Diisseldorf 
Komm, Leiter: Doz. Dr.med,. F.Kiister 


(Der Schriftleitung zugegangen am 18. April 1951) 


Die meisten Methoden zur Bestimmung des Calciums im Serum beruhen auf 
dessen Fallung als Oxalat. Daneben sind jedoch auch Verfahren beschrieben worden, 
bei denen das Calcium als Phosphat, Sulfat, Sulfit, Wolframat, Kaliumnickel- 
hexanitrit, Pikrolonat, Oxychinolat und als Kalkseife gefallt wird'. Von allen 
Methoden hat jedoch tiberwiegend das Oxalatprinzip mikroanalytische Anwendung 
gefunden. Auf ihm basierend sind verschiedenartige Methoden entwickelt worden. 


1 Zusammenfassende Darstellung und Literatur s. bei K. Lang ,, Handbuch 
der analytischen Chemie“‘, III. Teil, Bd. Ila, 8.329, Berlin 1940. 
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Die gréBte Bedeutung kommt der maBanalytischen Bestimmung zu, die mangano- 
metrisch, jodometrisch, cerimetrisch und acidimetrisch durchgefiihrt wird'. 
Daneben sind gasometrische, kolorimetrische, gravimetrische und sedimetrische 
Verfahren entwickelt worden!. Von den maBanalytischen Mikroverfahren hat die 
von Kramer und Tisdall? angegebene Manganometrie die gréBte Verbreitung 
gefunden und eine Reihe von Modifikationen erfahren’: * >, Trotzdem erfreut sich 
die urspriingliche Methode wegen ihrer Einfachheit und relativ leichten Hand- 
habung nach wie vor gréBter Beliebtheit. 

Von Rappaport® wurde die oxydimetrische Analyse des Calciumoxalat- 
niederschlages durch Cerisulfat (Ce(SO,),) vorgeschlagen. Sie geht auf die lange 
bekannte, stark oxydierende Wirkung des vierwertigen Cer zuriick, welches dabei 
zum dreiwertigen Cer reduziert wird’. Gegeniiber der Manganometrie hat die 
Cerimetrie den Vorteil, daB die Reduktion geradlinig und ohne Zwischenstufen 
verlauft. Die maBanalytische Anwendbarkeit des Cerisulfats haben insbesondere 
Willard und Young’, Furman und Mitarbeiter * sowie Atanasicu?® beschrieben. 
Die Cerisulfatlésung ist praktisch unbegrenzt hatbar® und wird durch Licht- bzw. 
Temperatureinfliisse nicht zersetzt, wihrend Kaliumpermanganatlésungen beim 
Kochen infolge der Selbstzersetzung durch die katalytische Wirkung von Braun- 
stein eine gewisse EinbuBe ihrer Wirksamkeit erleiden!!. Zudem bietet die Ceri- 
metrie vor der Permanganattitration den groBen Vorteil des scharfen Titrations- 
umschlages der Jod-Starkereaktion. Die cerimetrische Bestimmung kann des- 
wegen auch gut bei kiinstlichem Licht durchgefiihrt werden. AuBerdem findet sie 
bei gewéhnlicher Temperatur statt. — Larson und Greenberg” geben eine 
andere oxydimetrische Methode mit Cerisulfat an, die der Rappaportschen 
Methode nicht nachsteht. Sie verwenden zur Titration eine Eisen(I1)-sulfatlésung 
und benutzen dabei o-Phenanthrolinmonohydrat als Indikator. Der Umschlag ist 
ebenfalls sehr scharf. 


Verff. haben die cerimetrische Calciumbestimmung einer kritischen 


Untersuchung unterzogen. Durch einige Modifikationen lieB sich die 
Fehlerbreite der Methode weitgehend einengen. 


Prinzip 


Calcium wird durch Ammoniumoxalat als Calciumoxalat gefallt. 
Durch Schwefelsiure wird aus dem Niederschlag Oxalsaure freigemacht, 
die durch Cerisulfat zu Kohlendioxyd oxydiert wird. Aus dem Verbrauch 


Pe B. Kramer u. F, F. Tisdall, J. biol. Chemistry 47, 475 [1921]; 56, 439 
[1923]. 

3G. W. Clark, J. biol. Chemistry 49, 487 [1921]. 

4 E. P. Clark u. J. B. Collip, J. biol. Chemistry 63, 461 [1925]. 

5 W. R. Tweedy u. F. C. Koch, J. Lab. clin. Med. 14, 347 [1929]. 

6 F. Rappaport, Klin. Wschr. 1938, 1774. — Rapid microchem. Methods 
for Blood and CSF Examinations. New York 1949. 

7 Zusammenfassende Darstellung und Literatur s. bei I. M. Kolthoff ,,Die 
MaBanalyse“, II. Teil, Berlin 1931. , 

8 H. H. Willard u. P. Young, J. Amer. chem. Soc. 50, 1222, 1334, 1368, 
1372, 1379 [1928]; 51, 149 [1929]; 52, 132 [1930]. 

9 N. H. Furman, J. Amer. chem. Soc. 50, 755 [1928]; N. H. Furman u. O. M. 
Evans, J. Amer. chem. Soc. 51, 1129 [1929]; N. H. Furman u. J. Wallace, 
J. Amer. chem. Soc. 52, 1448, 2346 [1930]. 

1) J. A. Atanasicu, Bull. Soc. chim. Roumaine 890, I [1927]; J. A. Atanasicu 
u. V. Stefanescu, Ber. dtsch. chem. Ges. 61, 1343 [1928]. 

1 A, Leulier, Bull. Soc. Chim. biol. 15, 158 [1933]; E. Ernst u. G. Horvath, 
Biochem. Z. 224, 135 [1930]. 

122 C, E. Larson u. D. M. Greenberg, J. biol. Chemistry 123, 199 [1938]. 
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an Cerisulfat, der durch Titration mit Natriumthiosulfatlésung ermittelt 
wird, laBt sich die Calciummenge bestimmen. 


Reagenzien 


. 2-proz. Ammoniumchloridlésung. 

. Gesittigte Ammoniumoxalatlésung, 50 bis 60 g Ammoniumoxalat auf 1] 
Wasser auffiillen. 
30-proz. Wasserstoffperoxydlésung (Perhydrol). 

- Konz. Salpetersaure p. a. 

. 2-proz. Ammoniaklésung. 

. n/100-Cerisulfat ; 
41,0g Cerisulfat, Ce(SO,),-4H,O ,,Merck‘, werden in einer warmen 
Mischung von 500 ccm aqua dest. und 25 ccm konz. Schwefelséure p. a. 
(d 1,840) gelést und nach dem Abkiihlen auf 1000,0 ccm aufgefiillt. Die 
so erhaltene Lésung ist an Schwefelsiure etwa n/l1 und beziiglich ihres 
Cerisulfatgehaltes etwas starker als n/10. Man la8t die Lésung etwa 8 Tage 
lang stehen, kocht kurz auf, 1a8t weitere zwei Tage stehen, filtriert sorg- 
faltig und bestimmt erst jetzt den Faktor. Diese VorsichtsmaBnahme hat 
sich als zweckm&Big erwiesen, da sich der Faktor bei frisch angesetzten 
Cerisulfatlésungen haufig etwas verindert, was auf die wechselnde Bei- 
mengung von Ceroxyden und auf geringfiigige Verunreinigungen durch oxy- 
dable Substanzen zuriickzufiihren ist. AnschlieBend wird durch Verdiinnen 
mit /1-Schwefelsiure der Faktor der Cerisulfatlésung auf 1,0 gebracht. 
n/100-Natriumthiosulfat. 
12,5-proz. Kaliumjodidlésung; 
die Lésung ist nur begrenzt haltbar. Sie ist in brauner Flasche verschlossen 
aufzubewahren, jedoch am besten jeweils frisch herzustellen. Wenn sie 
einige Tage steht, ist sie vor Gebrauch mit der Starkelésung auf ihren Gehalt 
an elementarem Jod zu priifen. Kaliumjodidlésungen mit positiver Jod- 
Starkereaktion sind unbrauchbar. 

IX. 1-proz. Starkelésung; 
1 g lésliche Starke in etwa 10 ccm aqua dest. unter Aufkochen lésen und 
auf 100 ccm mit gesattigter Kochsalzlésung auffiillen. 
Zur Titerstellung der n/100-Natriumthiosulfatlésung: 
a) n/100-Kaliumjodat ; 
0,3566 g reinstes, wasserfreies Kaliumjodat in aqua dest. ad 1000,0 ccm 
lésen, 
b) 3-proz. Essigsiurelésung. 


Ausfihrung 


Man gibt in ein hitzebestandiges, unten spitz zulaufendes Zentri- 
fugenglas 1,0cem Serum und fiigt unter vorsichtigem Umschiitteln 
1,0 com Ammoniumchloridlésung (I) und 2,0 cem gesattigte Ammonium- 
oxalatlésung (II) hinzu. Das Glas bleibt verschlossen etwa 3 Stdn. 
stehen. Calciumoxalat lést sich in 100 com Wasser bei 0° C zu 0,40 mg, 
bei 10°C zu 0,49 mg, bei 20°C zu 0,57 mg und bei 40°C zu 0,76 mg, 
so daB wegen der geringen Léslichkeitsunterschiede die Temperatur 
vernachlassigt werden kann. Nach 3 Stdn. wird 5 Min. scharf zentri- 
fugiert (mindestens 3000 Umdrehungen/Min.) und die tiberstehende 
Flissigkeit mit einem hakenférmig umgebogenen und zu einer feinen 
Offnung ausgezogenen Absaugréhrchen durch die jWasserstrahlpumpe 
abgesaugt. 
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Noch vorhandene organische Beimengungen werden durch eine 
leicht und schnell durchfiihrbare ,,Mikroveraschung“‘ zerstért. Man gibt 
zu dem Ansatz 2 Tropfen Perhydrol (III), wartet die Schaumentwicklung 
ab, fiigt dann 0,1 com konz. Salpetersiure (IV) hinzu, erhitzt unter fort- 
wahrendem Schiitteln tiber der schwach leuchtenden Bunsenflamme so 
lange, bis zur volligen Trockene eingedampft ist und die zunaichst noch 
braunen Salze farblos geworden sind. Durch dauerndes vorsichtiges 
Schiitteln 14Bt sich ein Siedeverzug und die Gefahr des Verspritzens 
vermeiden. Diese Mikroveraschung hat den Vorzug, daB sie sehr leicht 
und schnell in jedem Laboratorium durchzufiihren ist. Durch sie werden 
die noch vorhandenen organischen Beimengungen nahezu restlos zer- 
stort. Stark fett- bzw. lipoidhaltiges Material ist allerdings schwer zu 
veraschen. Da nach dem Absaugen nur sehr wenig Serum zuriickbleibt 
und bei der anschlieBenden Oxydation durch Cerisulfat die Fette bzw. 
Lipoide kaum angegriffen werden, kann diese Fehlerquelle vernach- 
lassigt werden. Wenn jedoch die Fett- bzw. Lipoidkonzentration sehr 
hoch ist, verfahrt man am besten nach dem bei Rappaport ange- 
gebenen Verfahren. Das Perhydrol enthalt anscheinend gelegentlich 
anorganische Jonen. Man muB sich daher durch Kontrollanalysen von 
seiner Calciumfreiheit iiberzeugen. Wir haben bisher aber nie derartige 
Verunreinigungen gesehen. Sie wurden jedoch von Tschopp be- 
schrieben. Tschopp verwandte sehr viel gréBere Perhydrolmengen. 
Da bei der Mikroveraschung nur 2 Tropfen bendtigt werden, ware ein 
auf Verunreinigung des Perhydrols beruhender Fehler so geringfiigig, 
da8 er praktisch keine Rolle spielt. Nach dem Veraschen und Abkiihlen 
gibt man in jeden Ansatz 1,0 ccm aqua dest., la8t unter vorsichtigem 
Umschiitteln kurz iiber der leuchtenden Bunsenflamme aufsieden und 
versetzt mit 1,0ccm Ammoniumchlorid (I) und 2,0 ccm gesiattigter 
Ammoniumoxalatlésung (II). Zur Ausfallung des Calciumoxalats bei 
der zweiten Fallung reicht 1 Stde. aus, da die Schutzkolloidwirkung der 
SerumeiweiBkérper bzw. die Calciumbindung an sie fortfallen. Nach 
scharfem Zentrifugieren (s. oben) saugt man die iiberstehende Fliissigkeit 
ab und wascht unter Aufwirbeln des Niederschlages mindestens dreimal 
mit je 5 ccm Ammoniaklésung (V) auf der Zentrifuge aus. Das Waschen 
des Niederschlages mit Ammoniaklésung ist wegen der gréBeren Léslich- 
keit des Calciumoxalates in Wasser unbedingt dem Waschen mit Wasser 
vorzuziehen, wie De Waard!*‘ es vorschlagt. Nach dem Waschen gibt 
man in jeden Ansatz 2,0 cem n/100-Cerisulfat (VI) und stellt die Ansitze 
etwa 3 Min. in ein kochendes Wasserbad. Es ist nicht erforderlich, daB 
man zu seiner Lésung den Niederschlag zuniachst in n 1-Schwefelsaiure 
kocht und dann erst das Cerisulfat zusetzt, wie Rappaport® vor- 
schreibt, da die Cerisulfatlésung n/1-Schwefelsiéure enthalt. Nach Kochen 
und Abkiihlen fiihrt man unter dreimaligem Nachspiilen mitn 1-Schwefel- 
siure quantitativ in Hagedorn-Jensen- Glaser itber. Zu jedem Ansatz 


13 E. Tschopp, Biochem. Z. 203, 267 [1928]. 
14 —D. J. de Waard, Biochem. Z. 97, 176, 186 [1919]. 
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gibt man 3 Tropfen Kaliumjodidlésung (VIII), fiigt nach Umschiitteln 
2 Tropfen Starkelésung hinzu und titriert mit »/100-Natriumthiosulfat 
(VII) bis zur Farblosigkeit. 

Als Leerwert dient der Mittelwert aus mehreren Ansatzen mit je 
2,0 cem n/100-Cerisulfat, die mit den Versuchsansiatzen 3 Min. gekocht 
und ebenso iiberspiilt werden. Falls die Lésungen (VI u. VII) nicht 
genau n/100 sind, korrigiert man die Differenz Leerwert minus Ver- 
suchswert mit dem zusammengezogenen Korrektionsfaktor, cer sich 
aus dem Faktor der n/100-Natriumthiosulfatlésung und dem korri- 
gierten Faktor der /100-Cerisulfatlésung durch Multiplikation ergibt. 

Zur Einstellung der n/100-Natriumthiosulfatlésung (VII) gibt man 2,0 ccm 
n/100-Kaliumjodat (a) in ein Hagedorn-Jensen-Glas und fiigt 1,0 cem 3-proz. 
Essigsaure (b) sowie 3 Tropfen Kaliumjodidlésung (VIII) hinzu. Nach Zugabe von 
2 Tropfen 1-proz. Starkelésung (IX) titriert man mit n/100-Natriumthiosulfat bis 


zur Farblosigkeit. 


Versuchsbeispiel 


Faktor der n/100-Natriumthiosulfatlésung (VII) = 1,01 (gestellt gegen eine 
genau n/100-Kaliumjodatlésung). 

Mittelwert aus 4 Titrationen von je 2,0 ccm n/100-Cerisulfat (VI) = 2,02 com 
n/100-Natriumthiosulfat. Dieser Wert ist mit dem Faktor der Natriumthiosulfat- 
lésung zu korrigieren: 1,01 x 2,02 = 2,06. Der Korrektionsfaktor der n/100-Ceri- 
sulfatlésung betragt also 2,06/, = 1,03. Die Korrektionsfaktoren der Natrium- 
thiosulfatlésung und der CerisuJfatlésung werden zu einem Faktor zusammen- 


gezogen: 1,01 x 1,03 = 1,04. Mit diesem zusammengezogenen Faktor wird jeweils 
die Differenz zwischen Leerwert und Versuchswert korrigiert. 

Leerversuch: 2,0 ccm n/100-Cerisulfat verbrauchen nach 3 Min. langem Kochen 
im Wasserbad 1,98 ccm n/100-Natriumthiosulfat (Mittelwert aus vier Versuchen). 


Natriumthiosulfatverbrauch im Versuchsansatz 1,46 ccm. 


Also: Leerwert 1,98 
minus Versuchswert 1,46 


~ 0,52 
korrigiert (0,52 1,04) = 0,54 

1,0cem n/100-Cerisulfat ist aquivalent 0,2 mg Ca (genau 0,2005 mg Ca). 

Also 0,54 0,2 = 0,108 mg Ca in 1,0 ccm Serum = 10,8 mg% Ca. 

Die Bedeutung der EnteiweiBung und der Veraschung fiir die 
Streuungsbreite der Methode wurde in 4 Versuchsreihen fehlerkritisch 
untersucht. Das Ausgangsmaterial war frisches zusammengegossenes 
Serum, welches unmittelbar nach Absetzen des Blutkuchens von diesem 
abgehebert worden war. Es wurden jeweils 1,0 com Serum (Versuchs- 
reihe I und III) bzw. nach EnteiweiSung mit Trichloressigsiure (Ver- 
suchsreihe II und IV) die 1,0ccm Serum entsprechende Zentrifugat- 
menge untersucht. Jede Versuchsreihe enthielt 50 Einzelversuche. Die 
Veraschung (Versuchsreihe III und IV-) wurde in der oben beschriebenen 
Weise als Mikroveraschung, die Calciumbestimmung in der hier ange- 
gebenen modifizierten cerimetrischen Methode nach Rappaport® 
durchgefihrt. 
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Die Ergebnisse zeigt Tab. 1. Es ergab sich, daB die allgemein tibliche 
Arbeitsweise (direkte Fallung des Calciums aus dem Serum, keine 
Mikroveraschung), die auf die urspriingliche, von Kramer und Tisdall?, 
aber auch auf die von Rappaport® angegebene Methode zuriickgeht, 
am schlechtesten abschneidet (Versuchsreihe I). Der im Verhiltnis zu 
den anderen Versuchsreihen sehr hohe Mittelwert ist auf die trotz drei- 
maligen Auswaschens mit Ammoniaklésung nicht ganz zu entfernenden 
organischen Substanzen zuriickzufiihren, die durch gréBeren Verbrauch 
an n/100-Cerisulfat einen héheren Calciumwert vortiuschen. Die hohen 


Tab. 1. EinfluB von EnteiweiBung und Veraschung auf die Streuungsbreite der 


Ergebnisse. o = mittlere Abweichung des Einzelwertes (=| 


¢ = mittlere Abweichung des Mittelwertes (= yz): 
n 





Co é 


absoluter| n % des | absoluter| in °% des 
Wert | Mittelwertes| Wert | Mittelwertes 


Mittelwert 
in mg®, 





unverascht, 6 < 
nicht enteiweiBt 11,9 + 0,502 + 4,22 + 0,0710 + 0,597 


unverascht, ia 
pote ome) 10,81 | + 0,301 + 2,78 |+ 0,0426 + 0.293 


verascht, , 
niches aababensait 10,42 +0,170 + 1,63 + 0,0240 + 0,23 


verascht, ‘ a 
enteiweiBt 10,36 + 0,169 + 1,56 + 0,0229 + 0,221 























Werte fiir 6 und ¢ erklaren sich aus der trotz gleichmaBigen Auswaschens 
von Fall zu Fall schwankenden Beimengung organischer Substanzen. — 
In der Versuchsreihe II (nach EnteiweiBung des Serums mit Trichlor- 
essigsiure und Zentrifugieren Durchfiihrung der Analyse ohne vorherige 
Mikroveraschung) ist der immer noch hohe Mittelwert wahrscheinlich 
durch eine geringe Beimengung von organischem Material trotz der 
EnteiweiBung zu erkliren. Wenn 6 und «¢ relativ hoch liegen, so ist das 
sicherlich darauf zuriickzufiihren, daB beim Abhebern mal etwas mehr, 
mal etwas weniger Waschfliissigkeit und damit organische Verunreini- 
gungen iiber dem Niederschlag stehen bleiben. Die Versuchsreihen III 
(direkte Fallung des Calciums, Mikroveraschung des Niederschlags, 
Analyse) und IV (EnteiweiSung, Fallung desCalciums, Mikroveraschung, 
Analyse) schneiden am besten ab. Die Differenz ist zu gering, als daB 
man sie tiberhaupt in Betracht ziehen kann. Wegen der gréBeren Ein- 
fachheit schlagen wir daher die Methode, nach der die Versuchsreihe III 
durchgefiihrt wurde, als Normalverfahren fiir die Calciumbestimmung 
vor. 

Es sei noch auf einige Fehlerméglichkeiten hingewiesen, die das 
Ergebnis entscheidend beeinflussen kénnen. So ist es z. B. durchaus 
nicht gleichgiiltig, wieviel Zeit man bis zum Ansetzen der Calcium- 
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analyse verstreichen laBt. Das Serum mu unmittelbar nach Absetzen 
des Blutkuchens abgehoben werden, da bei lingerem Stehen auf dem 
Blutkuchen zunehmend Calcium in die Blutkérperchen diffundiert?>. 
Weiterhin soll man zur Calciumanalyse nur frisches Serum benutzen. 
Bei lingerem Aufbewahren des Serums bilden sich EiweiSschlieren, 
die sich beim Zentrifugieren absetzen. Infolge ihrer Klebrigkeit setzt. 
sich eine gewisse Menge des Calciumoxalatniederschlages auf ihnen ab. 
Beim Absaugen werden diese EiweiSschlieren und mit ihnen ein un- 
kontrollierbarer Teil des Niederschlages z. T. abgesaugt. Der Calcium- 
wert sinkt dadurch natiirlich entsprechend ab. So fanden wir einige 
Male Calciumwerte von 5—6 mg% bei Serum, welches 2 Tage ge- 
standen hatte. Beim iiblichen Dekantieren wird haufig sogar der ge- 
samte Bodensatz aus dem Zentrifugenglas herausgespiilt. 

Uber die Frage, ob bei der direkten Fillung des Calciums aus dem 
Serum auch alles vorhandene Calcium tatsichlich gefallt wird oder ob 
es zu einem geringen Teil an SerumeiweiS gebunden bleibt und damit 
verloren geht, wird in Kiirze ausfiihrlich berichtet!®. Hier sei nur darauf 
hingewiesen, daB das Calcium nahezu zu 100% sich im Niederschlag 
wiederfindet. Der Verlust ist so gering, da er bei der zur Analyse be- 
nétigten Serum%nmenge von 1,0 ccm iiberhaupt nicht faBbar ist und daher 
vernachlassigt werden kann. 

Der Vorteil dieser Methode liegt vor allem in der Mikroveraschung, 
da durch sie alle dem Niederschlag anhaftenden organischen Substanzen 


zerstért werden und damit die mit den oxydimetrischen |Verfahren ver- 
bundene Hauptfehlerquelle ausgeschaltet wird. 


Zusammenfassung 
Nach Gegeniiberstellung von cerimetrischer und manganome- 
trischer Calciumbestimmung wird der Cerimetrie der Vorzug gegeben 
und eine modifizierte Rappaportsche Methode vorgeschlagen. 


15 EF, H. Graul u. L. Rausch, Arztl. Wschr. 1949, 564. 
16 H. Rodeck, Biochem. Z. (im Druck). 
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Uber Halogenierungsreaktionen des Cholins 
Von 
Helmut Niemer und Ansgar v. Schlichtegroll 


Aus dem Physiologisch-chemischen Institut der Universitit Minchen 


So 





(Der Schriftleitung zugegangen am 5. Februar 1951) 


Cholin 148t sich unter normalen Bedingungen nicht halogenieren. 
Will man Halogen in das Molekiil einfiihren, so mu8B man entweder 
nach Schmidt? Cholinchlorid und Brom 6 Stdn. auf 120—130° erhitzen 
oder man Jé8t nach A. W. Hofmann? Trimethylamin bei 40—50° auf 
Athylenbromid einwirken. In beiden Fallen erhalt man das Trimethy]- 
'6-brom-athyl] ]-ammoniumbromid. 

Im folgenden haben wir die Umsetzung von Cholin mit Phosphor- 
halogeniden studiert. 

Phosphorpentachlorid reagiert mit Cholin auBerordentlich 
lebhaft unter Chlorwasserstoffentwicklung. Man erhalt als Reaktions- 
produkt eine auBerst hygroskopische weiBe Masse, die nicht in einen 
analysenfahigen Zustand zu bringen ist. Dagegen gelingt es, wenn man 
die Reaktion absolut wasserfrei ablaufen iat, in einer Lésung des Roh- 
produktes von trockenem Methanol, in dem Pikrinsaure gelést ist, das 
Pikrat eines Chlorierungsproduktes des Cholins vom Schmp. 182° zu 
erhalten. Das Chlorierungsprodukt stellt offenbar nicht die reine Ver- 
bindung I dar, sondern ein Gemisch verschiedener Chlorierungsprodukte 
des Cholins. Um ein £-Chlorid, das man zunachst erwarten kénnte, 
handelt es sich nicht, da die Carius-Analyse der erhaltenen Verbindung 
einen um 2,2° héheren Wert liefert, als der auf das £-Chlorid berechnete 
Chlor-Wert. Wir haben aber auf das Rohprodukt sofort Brom einwirken 
lassen und nun eine gut identifizierbare Verbindung erhalten. Ihre Ana- 
lyse stimmt auf die fiir das Bromadditionsprodukt des Trimethyl- 
[«,f-dichlor-athyl]-ammoniumchlorids (II) berechneten Werte. Der 
Verlauf dieser Chlorierungsreaktion im einzelnen ist, da die Zwischen- 
stufen schnell bis zum Endprodukt ablaufen, nicht zu beweisen. Wir 
neigen jedoch zu der Anschauung, daB zunichst unter dem EinfluB 
von Phosphorpentachlorid eine Wasserabspaltung stattfindet. Es ent- 
steht Neurin, das iiber sein Athylenoxyd-Derivat unter Aufspaltung 
mit HCl ein Chlorhydrinderivat bildet. Die jetzt auftretende OH- 
Gruppe wird durch die aus PCI; naszierende HCl gegen Chlor aus- 
getauscht. Die Reaktion verliefe also nach folgendem Schema: 


AO. 
{ =N+CH,CH,OH] ——->» [=N+CH:CH,] -——-> [=N*—CH —CH,] > 
Cholin Neurin Athylenoxyd 
>» [=N+CHOH-CH,Cl] ([=N*CHCl-CH,OH]) ——> [=N+CHCI-CH,Cl} 
Chlorhydrinderivat = Trimethyl- Qichlorderivat 
chloroxyathyl-ammoniumchlorid 


1B. Schmidt u. Wagner, Liebigs Ann. Chem. 387, 52 [1904]. 
2 A.W. Hofmann, Chem. Zbl. 58, 913 [1858]. 
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Wie man aus diesem Schema ersieht, gibt es zwei Konstitutions- 
moglichkeiten fiir das Chlorhydrinderivat. Bode® erhalt das Tri- 
methyl-chloroxyaéthyl-ammoniumchlorid aus Neurinchlorid und wias- 
seriger unterchloriger Saéure und stellt ebenfalls die beiden oben an- 
gegebenen Formeln zur Auswahl. Durch Hydrolyse la8t sich aus den 
beiden bisher besprochenen Produkten beim Eindampfen im Vakuum 
leicht das Trimethyl-chloroxyathyl-ammoniumchlorid (III) sowie sein 
Pikrat und Perchlorat aus wisseriger Lésung isolieren. Wir konnten die 
Gleichheit unseres Produktes (III) mit der von Bode beschriebenen 
Verbindung feststellen: die Pikrate und Perchlorate beider Substanzen 
haben gleiche Schmelzpunkte und zeigen keine Depression ihrer Misch- 
Schmelzpunkte. Zweifellos hat unsere Methode zur Darstellung der 
genannten Verbindung den Vorrang, weil das Trimethyl-chloroxyathyl- 
ammoniumchlorid von uns in einem Arbeitsgang gewonnen wird. Bode 
erhilt die Verbindung aus dem, wie er selbst ‘sagt, leicht zersetzlichen 
Neurin, wodurch das Verfahren kompliziert und die Ausbeute ver- 
schlechtert wird. 


Halogenierungsreaktionen des Cholins 
[(CH;);=N*+—CH,-CH,OH]CI- 
Cholinchlorid 


rn J Xm 
\ 


A 
{(CH,),=N+t—CHCl.CH,CI]Cl- [(CH,),=N+—CH,-CH,Br]Br— 
Trimethyl-[«, $-dichlor-athy]}- Trimethyl-[8-brom-athyl]- 
ammoniumchlorid (1) ammoniumbromid (IV) 


+ Br, + Br, 


{(CH,);,=N+—CHCI-CH,CI]CI + Br, [(CH;),=N*+—CH,-CH,Br]Br- + Br, 
Bromadditionsprodukt von I (II) Bromadditionsprodukt von IV 


Y 
(CH;);=N+—CHOH-CH,CIJCI-_ ({(CH;);=N*—CHClI-CH,OH]CT ) 
Trimethyl-chloroxyathyl-ammoniumchlorid (III) 


Wir haben auch bei Verwendung von Thionylchlorid bzw. 
Phosphoroxychlorid an Stelle von Phosphorpentachlorid als End- 
produkt der Reaktion das Pikrat der Verbindung III erhalten. Wir 
kénnen deshalb die Befunde von Schmidt! und von Renshaw und 
Ware? unter unseren Reaktionsbedingungen nicht bestiatigen. Diese 
hatten bei der Reaktion zwischen Cholinchlorid und Phosphoroxy- 
chlorid das Ghloroplatinat eines Cholin-£-chlorids beschrieben. Wahr- 


3 Bode, Liebigs Ann. Chem. 267, 289 [1892]. 
4 Renshaw u. Ware, J. Amer. chem. Soc. 47, 2989 [1925]. 
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scheinlich erhielten aber auch diese Autoren zunichst ein Gemisch ver- 
schiedener Chlorierungsprodukte des Cholins, haben daraus jedoch an 
Stelle des von uns isolierten Dichlorderivates bzw. Trimethyl-chlor- 
oxyathyl-ammoniumchlorids unter ihren Versuchsbedingungen das 
Cholin-£-chlorid erhalten. 


Ganz anders reagiert das Phosphorpentabromid mit Cholin- 
chlorid. Es findet hier ein vélliger Ersatz des dissoziablen Chlors und 
der alkoholischen OH-Gruppe des Cholins durch Brom statt. Es re- 
sultiert also das oben besprochene Trimethyl-[-brom-athy] ]-ammonium- 
bromid. Sein Bromadditionsprodukt und sein Pikrat sind mit den in 
der Literatur angegebenen Stoffen identisch ® °. 


Die hier beschriebene Darstellungsmethode des Trimethyl-[#-brom- 
athyl]-ammoniumbromids mit Phosphorpentabromid diirfte gegeniiber 
den bekannten Verfahren fiir die Darstellung einfacher sein. 


Beschreibung der Versuche 


Bromadditionsprodukt des Trimethyl-[ «,f-dichlor-athyl]- 
ammonium-chlorids (II) 

2,8 g Cholinchlorid werden mit 2,0 g Phosphorpentachlorid vermengt. 
Im Vakuum tritt lebhafte Erwarmung des Reaktionsgemisches unter Chlorwasser- 
stoffentwicklung ein. Man 14Bt etwa 10 Min. ausreagieren, bis die Chlorwasserstoff- 
entwicklung zu Ende geht. Nach Abklingen der Reaktion gibt man zu dem ent- 
standenen weiBen, stark rauchenden Produkt elementares Brom im rschuB. 
Das Reaktionsprodukt wird langsam fest und k6rnig; es besteht aus orangegelben 
Nadeln. Nach 2- bis 3-maligem Umkristallisieren aus Eigessig/Ather schmilzt es 
bei 119°. Die Ausbeute ist sehr gut. 

Unléslich in der Campherschmelze, in Veratrol und Trimethylcarbinol, schwer- 
léslich in Wasser und Butanol, léslich in Nitrobenzol, Essigsiure und Methanol. 

3,590, 4,132 mg Sbst.: 2,254, 2,645 mg CO,, 1,360, 1,310 mg H,O. — 3,313 mg 
Sbst.: 0,117 com N, (22°, 710 mm). 

C;H,,NCl, + Brg. Ber. C 17,04, H 3,43, N 3,97. 

Gef. C 17,12, 17,46, H 4,24, 3,54, N 3,82. 


Trimethyl-chloroxyathyl-ammoniumchlorid (II) 


3,0 g Bromadditionsprodukt des Trimethyl-[«,6-dichlor-athyl]-ammo- 
niumchlorids (II) werden in 200 ccm Wasser suspendiert und i. V. auf dem 
Wasserbad Jangsam zur Trockne eingeengt. Dabei findet zunachst reichliche Ab- 
spaltung von elementarem Brom statt, die am Ende der Destillation aufhért. Es 
hinterbleibt eine trockene weiBe Substanz, die sofort in Methanol geldst, filtriert 
und aus dem Filtrat mit Ather gefallt wird. Nach nochmaligem Umkristallisieren 
in gleicher Weise und Trocknen im Exsiccator: Schmp. 242° (Zers.). Wei8e 
Rauten. Ausb. 80% der Theorie. 

76,4, 100,0 mg Sbst. verbr. 4,43, 5,65 cem n/10-AgNO, (n. Mohr in alkoho- 
lischer Lésung). — 2,981 mg Sbst.: 5,056 mg AgCl (n. Carius). — 99,4, 133,0 mg Sbst. 
verbr. 5,70, 7,70 ccm n/10-HCl (n. Kjeldahl). 

C;H,;0NCl,. Ber. Cl 20,6, N 8,10, Cl 41,2. 

Gef. Cl 20,6, 20,6, N 8,06, 8,05, Cl 41,96. 
5 Bode, Liebigs Ann. Chem. 267, 278 [1892]. 
° Kriger u. Bergell, Ber. dtsch. chem. Ges. 36, 2902 [1903]. 
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Pikrat 
2,5 g der Verb. III werden in Wasser gelést und mit kalt gesattigter waBriger 
Pikrinsaure versetzt. Es fallt sofort das Pikrat als gelber Kristallbrei aus. Gelbe 
Nadeln (zweimal aus Wasser umkristallisiert): Schmp. 205°. 
3,621 mg Sbst.: 1,328 mg AgCl (n. Carius). — 3,723 mg Sbst.: 0,510 ccm N, 
(19°, 713 mm). 
C;H,,ONCI-0-C,H,O,N;. Ber. Cl 9,66, N 15,28. 
Gef. Cl 9,07, N 15,02. 
Perchlorat 
2,5 g der Verbindung III werden mit 50-proz. Perchlorsiure versetzt. Es fallt 
das schon kristallisierte Perchlorat in weiBen Nadeln aus. Nach Umkristallisieren 
aus Wasser Schmp. 260°. 
142,2 mg Sbst.: 83,5 mg KCIO,. 
C;H,,ONCI-Cl0,. Ber. ClO,” 42,0. 
Gef. ClO, 42,0. 


Trimethyl-[f-bromathyl]-ammoniumbromid (IV) 

2,8g Cholinchlorid werden mit 4,13g Phosphorpentabromid ver- 
mengt. Es wird am Abzug etwas Wasser zugegeben und auf dem Wasserbad er- 
hitzt. Starke Bromwasserstoffentwicklung tritt ein. Man l4Bt etwa 5 Min. aus- 
reagieren. Das beim Erkalten rasch erstarrende Reaktionsprodukt wird in absol. 
Methanol aufgenommen und aus diesem umkristallisiert. 

WeiBe Platten: Schmp. 230° (Zers.). ’ 

200,8 mg Subst. verbr. 8,14 ccm n/10-AgNO, (n. Mohr). — 200,0 mg Sbst. 
verbr. 8,13 com n/10-HCl (n. Kjeldahl). 

C;H,;NBr,. Ber. Br 32,35, N 5,67. 

Gef. Br 32,40, N 5,70. 

Wie bereits oben erwahnt, wurden von uns das Bromadditionsprodukt 
(Schmp. 148°) und das Pikrat (Schmp. 158°) des Trimethyl-[#-brom-athy]]-ammo- 
niumbromids dargestellt. Beide Verbindungen zeigen mit den bereits bekannten 
Praparaten iibereinstimmende Schmelzpunkte. 

Die vorliegende Arbeit wurde in groBziigiger Weise durch Mittel der Not- 
gemeinschaft der Deutschen Wissenschaft unterstiitzt. 





Zusammenfassung 


Es wird die Reaktion von Cholinchlorid mit Phosphorpenta- 
chlorid, Phosphoroxychlorid und Thionylchlorid untersucht. 
Bei jeder dieser Reaktionen erhilt man unter unseren Reaktions- 
bedingungen als Endprodukt das Trimethyl-chloroxyathyl- 
ammoniumchlorid. Diese Darstellungsweise der genannten Ver- 
bindung mit Phosphorpentachlorid ist wesentlich einfacher als das von 
Bode beschriebene Verfahren und liefert das Produkt in einem Arbeits- 
gang und in besserer Ausbeute. 

Ebenso wurde die Reaktion von Cholinchlorid mit Phosphor- 
pentabromid untersucht, die grundsitzlich anders verlauft: Sie 
fiihrt zum Trimethyl-[f#-Brom-athyl]-ammoniumbromid. Auch 
hier ist die Darstellung dieser Verbindung mit Phosphorpentabromid 
erheblich einfacher als die bekannten Verfahren. 
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Von 
Helmut Niemer und Ansgar v. Schlichtegroll 


Aus dem Physiologisch-chemischen Institut der Universit&t Miinchen 





(Der Schriftleitung zugegangen am 15. Februar 1951) 


Die einzige Angabe iiber einen Salicylséureester des Cholins findet 
sich im russischen Schrifttum. Sie ist jedoch derzeit nur im Referat zu- 
ginglich. Es handelt sich dort! um ein 0-Oxybenzoesiure-cholinester- 
bromid, das iiber das entsprechende Silbersalz dargestellt wurde. Nahere 
Angaben iiber Darstellung und Analysen fehlen. 1938 untersuchten 
Schweizer, Weizmann und Wright? die Wirkungen eines ,,Salicyl- 
cholins‘‘ auf Atmung und Kreislauf von Katzen. Die dort aufgezeich- 
nete Formel entspriche dem oben erwaihnten Ester. Es werden hier 
aber keinerlei Angaben iiber Herkunft, Konstitution, Analysen oder 
entsprechende Literaturhinweise gegeben. 1944 schlieBlich wird von 
der Deutschen Zelluloidfabrik A.-G.* ein ,,salicylsaures Cholin“ 
als Weichmachungsmittel und plastische Uberzugsmasse in einem 
franzésischen Patent angegeben. Hier handelt es sich nicht um einen 
Ester, sondern um ein nicht naher charakterisiertes Zusammenschmel- 
zungsprodukt, bei dem in der Patentschrift ebenfalls alle naiheren An- 
gaben fehlen und dessen I[solierung und Identifizierung dort nicht ver- 
sucht wurde. 

Wir haben uns deshalb die Aufgabe gestellt, die sehr verteilten und 
unsicheren Angaben der Literatur iiber dieses Gebiet durch eigene 
Versuche nachzupriifen und zu sichern. 

Zur Veresterung des Cholins gingen wir vom Salicylsiurechlorid 
aus, das nach Kirpal‘ aus Salicylsiure und wasserfreiem Thiony]l- 
chlorid unter Verwendung von Aluminiumchlorid als Katalysator in 
98-proz. Ausbeute hergestellt wird. Wir setzten Salicylsiurechlorid 
unmittelbar mit Cholinchlorid um und erhielten Salicylsiure- 
cholinesterchlorid (I). Dieses Produkt ist nur schwer in analysen- 
fahigen Zustand zu bringen, da es harzige Konsistenz hat und sehr 
hygroskopisch ist. Seine Zusammensetzung wurde durch die Analyse 
seines Pikrates bestitigt. Jedoch erhielten wir in wisseriger Lésung 
durch anschlieBende Bromierung mit elementarem Brom aus der Ver- 
bindung selbst das gut identifizierbare Bromadditionsprodukt des 
3.5-Dibrom-salicylsiure-cholinesterbromids (III). 


1 Lurje u. Fedorowa, Moskau 1939; ref.: Chem. Zbl. 1940 I, 3248. 

2 Schweizer, Weizmann u. Wright, Cardiologia II, 4/5, 193 [1938]. 

3 Deutsche Zelluloidfabrik A.-G., franz. Patent 882915 v. 8/6. 1942, 
ausg. 18/6. 1943, D. Prior. 7/6. 1941. 

4 Kirpal, Ber. dtsch. chem. Ges. 68, 3190 [1930]. 
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Bei der Darstellung von III findet der Austausch des am Stickstoff 
gebundenen Chlors gegen Brom wohl durch den bei der Reaktion in 
starkem MaBe freiwerdenden Bromwasserstoff statt. In analoger Weise 
wird ja auch bei der von uns an anderer Stelle mitgeteilten Reaktion 
von Cholinchlorid mit Phosphorpentabromid® das dort an derselben 
Stelle gebundene Chlor gegen Brom ausgetauscht, wahrend Cholin- 
chlorid sonst bei der Einwirkung von elementarem Brom, auch bei 
mehrstiindigem Kochen, bestandig ist®. 


Br 
< _>.c00-cH,CHyN(CH,), cl i< _>-€00 CH,-CH,-N(CH,), | Cl 
OH I Br OH I 
Br... 
<>000-CH, CH, N(CH), Br + Br, 
Br 


III 


Um die Theorie dieser Synthese zu stiitzen, beschritten wir einen 
zweiten Weg :°3.5-Dibrom-salicylsiiure wurde nach Kirpal* in das bisher 
unbekannte 3.5-Dibrom-salicylsaurechlorid iibergefiihrt. Dieses Produkt 
wurde nun ohne weitere Reinigung sofort mit Cholinchlorid zum erwar- 
teten 3.5-Dibrom-salicylsiure-cholinesterchlorid (II) umgesetzt, 
das stark hygroskopisch ist. Seine Konstitution wurde durch die Ana- 
lyse seines Pikrates gesichert. Auch hier behandelten wir die Verbindung 
(II) mit elementarem Brom und erhielten wieder das Bromadditions- 
produkt des 3.5-Dibrom-salicylsiure-cholinesterbromids (III), 
dessen Identitét mit dem auf dem ersten Wege hergestellten Produkt 
durch die Gleichheit von Schmelz- und Mischschmelzpunkt der Stoffe 
selbst sowie ihrer Pikrate und Perchlorate bestatigt wurde. Verseifungs- 
versuche mit aus Pankreassaft gewonnener Cholinesterase ergaben auch 
bei mehrtagiger Versuchsdauer keine nennenswerte Spaltung des Esters 
ITI. Es handelt sich also wohl um einen sehr stabilen Cholinester. 


Beschreibung der Versuche 


Salicylsiure-cholinesterchlorid (I) 

2,0 g Salicylsaurechlorid und 1,5g Cholinchlorid la8t man i. V. bei 
etwa 90° auf dem Wasserbad reagieren. Es entweicht lebhaft Chlorwasserstoff. 
SchlieBlich hinterbleibt eine zahe, sirupartige, weiBe bis glasig farblose Substanz 
mit ananasartigem Geruch. Man kann die Reaktion auch im Luftbad ausfiihren 
und durch kurzes Erhitzen mit der Flamme einleiten. Nach Ablauf der Reaktion 
saugt man noch etwa 20 Min. lang den weiter freiwerdenden Chlorwasserstoff ab. 
Nach langerem Stehenlassen im Exsiccator kristallisiert die Substanz in zerflieB- 
lichen weiBen Nadeln. Umkristallisation und weitere Reinigung dieses sirupartigen 
Produktes gelingt nicht. Ausb. 89° der Theorie. 


5 Niemer u. v. Schlichtegroll, diese Z. 288, 47 (1951). 
® Schmidt, Liebigs Ann. Chem. 387, 56 [41904]. 
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Pikrat des Salicylsiure-cholinesters 

Das Rohprodukt des Salicylsiure-cholinesterchlorids (1) wird in 
trockenem Methanol gelést, die Lésung mit Ammoniak neutralisiert und eine kalt 
gesattigte methylalkoholische Pikrinsaéure-Lésung zugegeben. Es fallen sofort 
die gelben Nadeln des Pikrates aus, die aus Methanol umkristallisiert werden. 
Schmp. 194°. 

3,598 mg Sbst.: 6,367 mg CO,, 1,367 mg H,O. — 3,123 mg Sbst.: 0,350 ccm 
N, (20°, 714 mm). 

C,,H,,0,N-0-C,H,0,N,. Ber. C 47,79, H 4,46, N 1,24. 
Gef. C 48,26, H 4,25, N 1,22. 
Bromadditionsprodukt des 3.5-Dibromsalicylsaure-cholinester- 
bromids (III) 

Das Salicylsiurecholinesterchlorid (I) wird in der Warme in wenig 
Wasser gelést und nach Abkiihlung elementares Brom zugegeben. Die Reaktion 
verlauft dabei schonender als bei Bromierung des ungelésten Stoffes. Es entwickelt 
sich lebhaft Bromwasserstoff und das Bromadditionsprodukt fallt sofort aus. Man 
bromiert nach Art einer Titration so lange, bis keine Substanz mehr ausfallt und 
sich der erste Tropfen Brom am Boden des GefaBes sammelt. Auch Bromierung 
in Benzol/Wasser oder in Pyridin ist méglich und fiihrt sofort zu einer schén kristal- 
linen Verbindung. Die Substanz wird aus absol. Methanol oder Eisessig umkristalli- 
siert. Gelbe Nadeln. Schmp. 190°. Ausb. 41° der Theorie. 

Molekulargewicht, ber.: 621,84, gef.: 552 (nach Beckmann aus Nitrobenzol). 

Bemerkung: Die iiblichen Salicylsiureproben mit Kupfersulfat, 
Eisenchlorid, oder auf Wintergriin6l bleiben hier negativ, obwohl auch 
die 3.5-Dibromsalicylsiure z. B. die Eisenchloridprobe gibt’. Stérungen 
dieser Nachweisreaktionen sind, wie aus dem Schrifttum hervorgeht, 
ungemein haufig. Wir konnten jedoch bei dem Bromadditionsprodukt 
des 3.5-Dibrom-salicylsiure-cholinesterbromids (III) nach Aufschlu8 
mit Alkali die 3.5-Dibrom-salicylsiure nachweisen: Die Substanz wird 
dabei mit Atznatron gekocht, fast bis zur Trockene eingedampft, mit 
Schwefelsiure bis etwa pa 6 angesiuert und schlieBlich die 3.5-Dibrom- 
salicylsdure unter leichtem Erwarmen mit Chloroform ausgeschiittelt. 
Dabei werden die nicht chloroformléslichen stérenden Substanzen ab- 
getrennt. Nach Abdampfen des Chloroforms hinterbleibt ein kristalli- 
sierter Riickstand, mit dem die Eisenchloridprobe positiv ausfiallt. 
Dieser Riickstand konnte durch die Identitét von Schmelz- und Misch- 
schmelzpunkt als 3.5-Dibrom-salicylséure identifiziert werden. 

Das Bromadditionsprodukt des 3.5-Dibrom-salicylsiure-cholinesterbromids 
(III) lést sich in Athanol, Methanol, Nitrobenzol und Phenol. In Alkali ist es unter 
Zersetzung léslich und in der Campherschmelze tritt vollige Zersetzung ein. 

3,269 mg Sbst.: 2,819 mg CO,, 0,790 mg H,O. — 3,188 mg Sbst.: 0,082 ccm 
N, (23°, 709 mm). — 3,864, 3,164 mg Sbst.: 5,848, 4,754 mg AgBr. 

C,sH,,0,NBr, + Br,. Ber. C 23,18, H 2,59, N 2,25, Br 64,26. 

Gef. C 23,59, H 2,70, N 2,76, Br 64,40, 63,94. 
Pikrat des 3.5-Dibrom-salicylsiure-cholinesters (aus III) 

Das Bromadditionsprodukt III wird in trockenem Methanol gelést und 
mit kalt gesattigter methylalkoholischer Pikrinsiure-Lésung versetzt. Das 
Pikrat fallt sofort in gelbbraunen, kurzen Nadeln aus, die, aus Methanol um- 
kristallisiert, bei 205° schmelzen. 


7 Hiibner u. Rollwage, Ber. dtsch. chem. Ges. 10, 1707 [1877]. 
Hoppe-Seylers Zeitschrift f. physiol. Chemie. 288 5 
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3,940 mg Sbst.: 5,192 mg CO,, 1,032 mg H,O. — 3,531 mg Sbst.: 0,290 
com N, (22’. 712 mm). 
C,;H,,0,NBr,-0-C,H,N,O,. Ber. C 35,42, H 2,97, N 9,18. 
Gef. C 35,94, H 2,93, N 8,90. 
Bei der Reaktion mit Pikrinsiure wird das additionelle Brom abgespalten, 
so daB das Pikrat des 3.5-Dibromsalicylsiure-cholinesters entsteht. 


Perchlorat des 3.5-Dibrom-salicylsiure-cholinesters (aus III) 

Das Bromadditionsprodukt III wird mit 50-proz. wasseriger Perchlorsaure- 
Lésung versetzt. Unter Entweichen von Brom und Entfarbung fallt das Perchlorat 
in weiBen Nadeln aus, die aus Wasser umkristallisiert werden. Schmp. 214°. 


0,081 g Sbst.: 0,0227 g KCIO,. 

C,.H,,.0;NBr,-Cl0,. Ber. ClO,~— 20,15. Gef. ClO,~ 20,20. 
3.5-Dibrom-salicylsaure-cholinesterchlorid (II) 

Analog dem Salicylséurechlorid wurde von uns mit 3.5,Dibrom-salicyl- 
sdure und Thionylchlorid das bisher nicht bekannte 3.5-Dibrom-salicyl- 
siurechlorid dargestellt. Sein Rohprodukt ist eine trockene, graue Substanz. 
Die Darstellungsweise seines Cholinesters ist dieselbe wie oben beim Salicylsaure- 
cholinesterchlorid (I) beschrieben. Das Reaktionsprodukt ergibt aus Ather weiBe, 
groBe, hygroskopische Nadeln. 

Wie oben beschrieben, wurde auch hier nach Spaltung mit Alkali 3.5-Dibrom- 
salicylsiure erhalten, die mittels Schmelz- und Mischschmelzpunkt identi- 
fiziert wurde. 

Bromierung von II mit elementarem Brom fiihrt zu dem erwarteten Brom- 
additionsprodukt ITI. Die Identitét mit der auf dem 1. Wege hergestellten ent- 
sprechenden Verbindung III wurde durch Schmelz- und Mischschmelzpunkt nach- 
gewiesen. 

Pikrat des 3.5-Dibrom-salicylsiure-cholinesters 

Die Darstellung erfolgte wie oben bei dem aus ITI dargestellten Pikrat. Schmp. 
205°, Das Pikrat war, wie erwartet, identisch mit dem aus dem Bromadditions- 
produkt des 3.5-Dibrom-salicylsiurecholinesterbromids (III) dargestellten Pikrat. 
Die Identitaét beider Stoffe ist durch Schmelz- und Mischschmelzpunkt nach- 
gewiesen. 

3,719 mg Sbst.: 4,818 mg CO,, 1,008 mg H,O. — 4,338 mg Sbst.: 0,343 cem 
N, (20°, 714 mm). 

C,,H,,0,;NBr,-0-C,H,O,N;. Ber. C 35,42, H 2,97, N 9,18. 
C 35,33, H 3,03, N 8,65. 


Perchlorat 

Die Darstellung erfolgte aus dem 3.5-Dibrom-salicylsiure-cholinester wie bei 
dem aus III dargestellten Perchlorat. Auch hier konnte die Identitaét beider Stoffe, 
wie erwartet, durch Schmelz- und Mischschmelzpunkt nachgewiesen werden. 


Vorliegende Arbeit wurde in groBziigiger Weise durch Mittel der Notgemein- 
schaft der Deutschen Wissenschaft unterstiitzt. 
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Schwangerschaftsverinderungen in der Zusammensetzung 
der Serumproteine 


Von 
Z. Stary, F. Bursa, 0. Tezok und R. Cindi 
Aus dem Biochemischen Institut der medizinischen Fakultét der Universitat Istanbul 
(Der Schriftleitung zugegangen am 23. Oktober 1950) 


Da& wahrend der Schwangerschaft Anderungen in der Konzen- 
tration der Plasmaproteine und Verschiebungen in der relativen Menge 
des Serumalbumins und der Serumglobuline eintreten, ist durch zahl- 
reiche Untersuchungen nachgewiesen. Die meisten Untersucher fanden 
die Konzentration. des Gesamtproteins im Serum bei Schwangeren 
herabgesetzt und das Mengenverhaltnis von Albumin und Globulin 
zugunsten der Globuline verschoben. In neuerer Zeit ist ferner von 
Lagerkrantz! sowie von Longworths und Mitarbeitern? bei der 
elektrophoretischen Untersuchung der Proteine des Schwangerenserums 
eine erhebliche Vermehrung der «- und £-Globulinfraktion festgestellt 
worden. Es ist aber heute noch sehr schwer, eine funktionelle Deutung 
dieser auffallenden Serumverainderungen zu geben. Die strukturellen 
Unterschiede im Aufbau der Proteinteilchen, die dem verschiedenen 
Verhalten der einzelnen EiweiBfraktionen bei der fraktionierten Aus- 
salzung und im Elektrophoreseversuch zugrunde liegen, sind nur unzu- 
reichend bekannt und es ist wiederholt gezeigt worden, daB Proteine 
sehr verschiedener Struktur bei der gleichen Salzkonzentration aus- 
gesalzen werden und mitunter auch im Elektrophoreseversuch gemeinsam 
wandern kénnen. 

Es erhob sich daher die Frage, ob sich in den Proteinen des Schwan- 
gerenserums, neben den erwahnten Verschiebungen im Mengenver- 
haltnis der durch physikalische Verfahren wie Aussalzung und Elektro- 
phorese abtrennbaren Proteinfraktionen nicht auch noch andere, 
chemisch definierbare Anderungen nachweisen lassen. Zum Nachweis 
derartiger Anderungen im Mischungsverhiltnis der Serumproteine 
schien uns die Bestimmung der prosthetischen Kohlenhydratgruppen 
der Serumproteine geeignet zu sein. Es sei darauf hingewiesen, daB sich 
die einzelnen Fraktionen der Serumproteine weit mehr durch die GréBe 
ihrer prosthetischen Kohlenhydratgruppen, als durch die Aminosaure- 
zusammensetzung ihrer Polypeptidketten voneinander unterscheiden. 


1 Lagerkrantz, Upsalla Lakareféren. Férh. 51, 117 [1945]. 
2? Longworths, Curtis u. Pembroke, J. clin. Invest. 24, 46 [1945]. 


Hoppe-Seylers Zeitschrift f. physiol. Chemie. 288 6 
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Wihrend die verschiedenen Fraktionen der Serumproteine in ihrem 
Gehalt an den verschiedenen Aminosiuren nur um wenige Prozente 
differieren, enthalt die Albuminfraktion neben dem véllig kohlenhydrat- 
freien Kristallalbumin auch Glucoproteide mit 25 und mehr Prozent 
Kohlenhydrat®. Auch die Globulinfraktionen zeigen sehr erhebliche 
Unterschiede in der GréBe der prosthetischen Kohlenhydratgruppen. 
Der Gehalt des Serums an proteingebundenem Kohlenhydrat bildet 
also einen sehr empfindlichen Indikator fiir Anderungen im Mengen- 
verhaéltnis und in der Zusammensetzung der im Serum enthaltenen 
Proteinfraktionen. 

DaB sich die Menge der in den Serumproteinen enthaltenen pro- 
sthetischen Kohlenhydrate in verschiedenen pathologischen Zustinden 
sehr stark andern kann, wird durch verschiedene altere Befunde wahr- 
scheinlich gemacht. Nilsson‘ fand bei Pneumoniefillen einen erhéhten 
Glucosamingehalt der Serumproteine und West, Clarke undKennedy® 
fanden bei einer Reihe von Krankheitsfillen verschiedener Art einen 
erhéhten Glucosamingehalt des Serums. Wie die Untersuchungen von 
Sérensen*, Hewitt’? und Rimington® sowie von Bierry® gezeigt 
haben, enthalten die prosthetischen Kohlenhydratgruppen der Serum- 
proteine neben den Hexosen Mannose und Galaktose auch Acetyl- 
glucosamin und die von den genannten Autoren aufgefundene Gluco- 
saminvermehrung ist also auf eine Vermehrung der prosthetischen 
Kohlenhydratgruppen der Proteine zu beziehen. Andererseits haben 
Lustig und Langer?® gefunden, da die Menge der in den Serum- 
proteinen gebundenen Hexosen bei verschiedenen Erkrankungen ansteigt. 
Auch die von Seibert und Mitarbeitern™ in verschiedenen patho- 
logischen Seren aufgefundene Steigerung der Farbreaktion mit Per- 
chlorséure und Tryptophan, die von den Autoren einer Vermehrung des 
Nucleinsiuregehalts des Serums bzw. den in diesen Nucleinsiuren ent- 
haltenen Pentosen zugeschrieben wird, kénnte vielleicht auf eine Ver- 
mehrung der prosthetischen Aminopolysaccharidgruppen der Serum- 
proteine zuriickzufihren sein. 

Wir haben daher gepriift, ob die Menge der proteingebundenen 
- Aminopolysaccharide des Serums wihrend der Schwangerschaft eine 
Anderung erfahrt. Zu diesem Zweck wurde zunichst bei einer Anzahl 
von Normalseren und hierauf bei einer Anzahl von normalen Schwan- 
gerenseren die Menge der in den Serumproteinen enthaltenen Kohlen- 


3 Mehl, Texas Reports on Biology 8, 172 [1950]. 

‘ Nilsson, Biochem. Z. 285, 386 [1936]; 291, 254 [1937]. 

5 West, Clarke u. Kennedy, J. clin. Invest. 17, 173 [1938]. 

®° SGrensen u. Haugaard, Biochem. Z. 260, 247 [1933]. 

7 Hewitt, Biochem. J. 81, 360 [1937]; 81, 1052 [1937]. 

§ Rimington, Biochem. J. $4, 931 [1940]; Rimington u. Ende, Biochem. J. 
84, 93 [1940]. 

® Bierry, C. R. Séances Soc. Biol. Filiales Associées 116, 702 [1934]. 

10 Lustig u. Langer, Biochem. Z. 242, 236 [1931]. 

1 Seibert, Pfaff u. Seibert, Arch. Biochem. 18, 283 [1948]. 
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hydratgruppen durch parallele Bestimmung des Hexosegehalts und des 
Glucosamingehalts ermittelt und untersucht, in welcher Weise sich 
diese Kohlenhydratgruppen auf die Hauptfraktionen der SerumeiweiB- 


kérper verteilen. 
Methodisches 


Die Blutproben waren den Versuchspersonen morgens durch Venen- 
punktion entnommen worden. Nach der Gerinnung wurde das Serum 
abzentrifugiert und die Serumproteine in zwei gesonderten Proben durch 
Trichloressigsdure ausgefallt. In einem der beiden Proteinniederschlage 
wurde die Menge der Hexosen, im anderen der Glucosamingehalt be- 
stimmt. Da, wie oben erwahnt, die prosthetischen Polysaccharidgruppen 
der Serumproteine im wesentlichen aus Hexosen und Glucosamin be- 
stehen, kann auf diese Weise nicht nur die Gesamtsumme des protein- 
gebundenen Kohlenhydrats im Serum bestimmt, sondern gleichzeitig 
auch festgestellt werden, ob seine Zusammensetzung vom Normalwert 


abweicht. 

Die Bestimmung der proteingebundenen Hexosen erfolgte nach 
Sérensen und Haugaard®, der Glucosamingehalt der Serumproteine 
wurde nach der von Elson und Morgan’ angegebenen Methode 
bestimmt. Beide Methoden muBten, dem in dieser Arbeit verfolgten 
Zweck entsprechend, in Einzelheiten modifiziert werden. 

Die technische Ausfiihrung der Bestimmung war die folgende: 


0,3 cem Serum wurden mit 3 ccm 5-proz. Trichloressigsiure gefallt, die Fallung 
abzentrifugiert, zweimal mit je 3 ccm 5-proz. Trichloressigsiure gewaschen und 
der gewaschene Proteinniederschlag mit 2 com Orcinreagens und 15 ccm Schwefel- 
siure (2d 1,49) versetzt. Nach dem Durchmischen wurde die Liésung in einem 
Wasserbad von 80° unter Vermeidung von Lichtzutritt 20 Min. erhitzt, sodann 
rasch abgekiihlt und sofort im elektrischen Kolorimeter. (Lumetron) mit einer 
analog behandelten Standardlésung verglichen. Zur Bereitung des Orcinreagens 
wurden 15 ccm konz. Schwefelsiéure mit 35 ccm Wasser vermischt und zu diesem 
Gemisch 35 ccm einer 3-proz. wiBrigen Orcinlésung hinzugegeben. Fiir die Kolo- 
rimetrie wurde eine Standard-Stammlésung durch Aufliésung von je 50 mg Mannose 
und Galaktose in 100 com Wasser bereitet, aus der sodann durch Zusatz von Wasser 
eine Reihe von Verdiinnungen hergestellt wurde. 

Zur Bestimmung des in den Serumproteinen enthaltenen Glucosamins wurden 
0,2 cem Serum in einem Zentrifugierréhrchen mit 0,8 ccm Wasser und hierauf 
mit 1 ccm 10-proz. Trichloressigsiure versetzt. Die Fallung wurde abzentrifugiert 
und mit 5-proz. Trichloressigsiure gewaschen. Hierauf wurde der Proteinnieder- 
schlag mit 5ccm n-Salzsiure in ein Hydrolysenréhrchen mit eingeschliffenem 
Stépsel iiberfiihrt und durch 4 Stdn. bei 100° hydrolysiert. Das Hydrolysat wurde 
hierauf mit normaler Natronlauge genau neutralisiert und abzentrifugiert. Von 
der iiberstehenden klaren Lésung wurden 4 ccm abpipettiert, 2 cem Acetylaceton- 
Reagens hinzugegeben gind neuerlich 20 Min. im kochenden Wasserbad erhitzt. 
Nach dem Erkalten wurden 5 ccm Alkohol und 2 ccm Aldehydreagens zugegeben, 
hierauf wurde das Gemisch 45 Min. stehen gelassen, 2 ccm Alkohol hinzugefiigt, 
durchgemischt und im Stufenphotometer unter Verwendung des Filters S 53 (griin) 
photometriert. In analoger Weise wurde eine Serie von Standard-Glucosamin- 
lésungen (hergestellt durch Auflésen von reinem Glucosaminhydrochlorid in Wasser) 
behandelt und so eine Standard-Extinktionskurve aufgenommen. 


22 Elson u. Morgan, Biochem. J. 27, 1824 [1933]. 
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Zur Herstellung des Acetylaceton-Reagens wurden 0,2 ccm reines Acetyl- 
aceton in 10 ccm 0,5-n. Natriumcarbonat gelist. Unreines Acetylaceton gibt zu 
hohe Werte. Das Reagens wurde fiir jede Bestimmungsserie frisch bereitet. Das 
Aldehydreagens wurde durch Auflésen von 0,4 g gereinigtem Dimethylaminobenz- 
aldehyd in 15 ccm Alkohol unter Zusatz von 15 ccm konz. Salzsiure hergestellt. 


Ergebnisse 

I, Der Kohlenhydratgehalt der Serumproteine beim Normalen 

Bestimmungen des Kohlenhydratgehalts der Serumproteine bei 
normalen Versuchspersonen haben wir bereits friiher an anderer Stelle 
mitgeteilt!*, Um eine Basis fiir die statistische Durchrechnung der bei 
Schwangeren erhaltenen Resultate zu schaffen, haben wir diese Unter- 
suchungen bei einer gréBeren Anzahl normaler Studenten, die sich uns 
fiir diese Diotenchenesn zur Verfiigung stellten, wiederholt. Die 
Resultate zeigt Tab. 1 

Tab. 1. Kohlenhydratechalt der Serumproteine von Normalseren. 
Standard- Anzahl der 


Mittel- fehler untersuchten 
€ Normalpersonen 


+0,073 











wai Scns +2,35 
proteingebundenes Glucosamin +2,24 
proteingebundenes Gesamtkohlenhydrat . . +4,15 


In % des Proteins: 





+0,028 39 
+0,027 28 
+0,060 28 


Ubereinstimmend mit unseren friiheren Befunden ergibt sich aus 
Tab. 1, daB normales Blutserum proteingebundene Polysaccharide in 
einer Menge enthalt, die etwa dem doppelten bis dreifachen des nor- 
malen Niichtern-Blutzuckerwertes entspricht. Nicht freie Glucose, 
sondern die prosthetischen Polysaccharide der Serumproteine bilden 
also die Hauptmenge des im Blutserum enthaltenen Kohlenhydrats. 











II. Der Kohlenhydratgehalt der Serumproteine 
bei der Schwangeren 

Die Proben von Schwangerenblut stammten von normalen Schwan- 
geren am Ende des 9. Monats. Die erhaltenen Resultate wurden sta- 
tistisch durchgerechnet und der Signifikanztest dufchgefiihrt. Die Test- 
zahl ¢ ergibt sich, da die Zahl der durchgefiihrten Untersuchungen unter 
50 liegt, aus der Gleichung; vgl. **: 

13 Stary, Bursa, Kaleoglu u. Bilen, Bull. faculté méd. Istanbul 18, 233 


[1950]. 
14 Chambers, Statistical Calculation (Cambridge University Press 1946), 


Calcul statistique (Paris 1948, 8. 39). 
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z, und #, die Einzelwerte, x, und x, die Mittelwerte beider Unter- 
suchungsreihen und NV, und WN, die Anzahl der untersuchten Fille 
bedeuten. Die bei Schwangeren erhaitenen Werte zeigt Tab. 2. 


Tab. 2. Kohlenhydratgehalt der Serumproteine bei Schwangeren am Ende 
des 9. Monats. 





t 














Differenz der 
Mittel- | Standard- caiittelwerte | | signifi 

wert fehler Peace — ert inners 
serum) 





+0,176 —1,22% 10,8 





proteingebundene Hexosen +2,91 +29 mg% 4,17 
proteingebundenes Gluco- 
samin +22,5mg%| 7,00 
proteingebundenes Gesamt- 
kohlenhydrat +53 mg% 7,74 





+0,75% | 15,3 
32 8,1 
Gesamtkohlenhydrat . . . 32 7,5 
Wie aus der Tab. 2 ersichtlich, steigt die Menge des proteingebun- 
denen Kohlenhydrats in der Schwangerschaft erheblich und in signi- 
fikanter Weise an, wihrend der Proteingehalt des Serums absinkt. Es 
schien uns von Interesse zu sein, festzustellen, von welchem Schwanger- 
schaftsmonat an die Vermehrung des prosthetischen Kohlenhydrats in 
den Serumproteinen nachweisbar wird. Es wurden daher auch einige 
Bestimmungen an Frauen durchgefiihrt, die sich in friiheren Monaten 
der Schwangerschaft befanden. Die Resultate dieser Bestimmungen 
sind in Tab. 3 zusammengestellt. 


Tab. 3. Gehalt des Schwangerenserums an proteingebundenen Hexosen 
zu verschiedenen Zeiten der Schwangerschaft. 

















> 





Hexosen mg% Schwangerschaftsmonat 


5. 
6. 
71/9. 

8. 

Wie aus den Bestimmungen ersichtlich, ist die Menge der prosthe- 
tischen Polysaccharide am Beginn der zweiten Schwangerschaftshilfte 
noch nicht merklich erhéht. Eine erhebliche Zunahme tritt erst gegen 
Ende der Schwangerschaft ein. 
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III. Die Kohlenhydratgruppen der Albumin- und der 
Globulinfraktion der Serumproteine 


Im Blutserum sind zwei Gruppen kohlenhydrathaltiger Proteine 
vorhanden: a) Die in der Albuminfraktion enthaltenen Gluco- 
proteine. Diese Glucoproteine sind insbesondere von Hewitt’ und 
Rimington® eingehend untersucht worden, ihre Menge betrigt im 
normalen Serum etwa 300—400 mg°%, und sie enthalten etwa 20—25% 
prosthetisches Kohlenhydrat. Von dem im normalen Serum in einer 
Menge von 170—200mg% enthaltenen proteingebundenen Kohlen- 
hydrat ist etwa die Hialfte in den prothestischen Gruppen dieser Gluco- 
proteine enthalten. 

b) Die Serumglobuline. Siamtliche Fraktionen der Serum- 
globuline enthalten prosthetische Kohlenhydratgruppen. Die Menge 
dieser Kohlenhydratgruppen betragt etwa 4,5% der Globulinmenge, 
ist jedoch nicht gleichmaBig auf die einzelnen Untergruppen der Glo- 
buline verteilt, d.h. es gibt innerhalb der Globulinfraktion kohlen- 
hydratreichere und kohlenhydratarme Unterfraktionen. 

Die in der Schwangerschaft vorhandene Vermehrung der protein- 
gebundenen Kohlenhydrate kann also entweder durch eine Vermehrung 
der Glucoproteine der Albuminfraktion oder durch eine Anderung im 
Mischungsverhiltnis der Serumglobuline zugunsten kohlenhydratreicher 
Globulinfraktionen verursacht sein. Um diese Frage zu entscheiden, 
wurde in einer Reihe von Schwangerenseren der Hexosengehalt der 
Albumin- und der Globulinfraktion getrennt bestimmt (Tab. 4). 


Tab. 4, Hexosengehalt der Albumin- und Globulinfraktion von Seren normaler 
und schwangerer Versuchspersonen. 





Normal ” | Differenz 





Albumin: 
Protein (% des Serums). . . 5,03 9,2 
Hexosen in mg% des Serums 58 + nicht signifikant 
Hexosen in % des Proteins. . 2 3,97 


Globulin: 
Protein (% des Serums). . . nicht signifikant 
Hexosen in mg% des Serums nicht signifikant 
Hexosen in % des Proteins. . nicht signifikant 

















Tab. 4 zeigt, daB die Abnahme des Proteingehalts im Serum der 
Schwangeren auf Kosten der Albuminfraktion erfolgt, wihrend die 
Globuline eine geringe (nicht signifikante) absolute Zunahme erfahren. 
Wahrend aber der Albumingehalt des Serums abnimmt, nimmt die 
Menge der in dieser Fraktion enthaltenen Glucoproteine zu; der Prozent- 
gehalt der Albuminfraktion an Hexosen zeigt eine erhebliche Zunahme. 
Die Globulinfraktion zeigt, wie aus dem Vergleich der Durchschnitts- 
werte hervorgeht, zwar ebenfalls eine Zunahme des Kohlenhydrat- 
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gehalts, dieser Unterschied ist aber nur sehr gering und erwies sich bei 
der statistischen Durchrechnung als nicht signifikant. Es ergibt sich 
aus diesen Bestimmungen der SchluB, daB die nachgewiesene Zunahme 
der proteingebundenen Kohlenhydrate im wesentlichen auf eine Ver- 
mehrung der in der Albuminfraktion enthaltenen Glucoproteine zuriick- 
geht. 


Zusammenfassung 


Einzelne Fraktionen der Serumproteine enthalten neben ihren 
Polypeptidanteilen auch prosthetische Kohlenhydratgruppen. Da diese 
Kohlenhydratgruppen im wesentlichen aus Hexosen und aus Acetyl- 
glucosamin bestehen, kann ihre Menge dadurch bestimmt werden, daB 
man die Serumproteine fallt, hydrolysiert und den Hexosegehalt und 
den Glucosamingehalt des Hydrolysats ermittelt. 

Die Menge dieser prosthetischen Polysaccharide betragt im nor- 
malen Serum etwa 170—200 mg%, wovon etwa ?/, auf Hexosen und 1/,; 
auf Glucosamin entfallt, die Menge des im Blutserum enthaltenen 
proteingebundenen Kohlenhydrate ist also weit gréBer als die Menge 
der im Serum enthaltenen freien Glucose. In den letzten Monaten der 
Schwangerschaft erfaihrt die Menge der in den Serumproteinen ent- 
haltenen Kohlenhydratgruppen eine erhebliche Vermehrung, wahrend 
der Proteingehalt des Serums gleichzeitig absinkt. 

Die proteingebundenen Kohlenhydrate des Blutserums sind Be- 
standteile zweier verschiedener Gruppen von Serumproteinen; sie sind 
a) in Glucoproteinen enthalten, die bei der fraktionierten Aussalzung 
der Serumproteine gemeinsam mit den Albuminen ausfallen, b) sie 
bilden die prosthetischen Kohlenhydratgruppen der Serumglobuline, die 
im Durchschnitt etwa 4,5°% Kohlenhydrat (Hexosen und Glucosamin) 
enthalten. Die in der Schwangerschaft auftretende Vermehrung der 
proteingebundenen Kohlenhydrate des Blutserums ist durch eine Ver- 
mehrung der in der Albuminfraktion enthaltenen Glucoproteine ver- 
ursacht; der Kohlenhydratgehalt der Albuminfraktion steigt etwa auf 
das Doppelte des Normalwertes an, wahrend sich gleichzeitig die Ge- 
samtmenge der Albuminfraktion vermindert. Wahrend also die Menge 
des (kohlenhydratfreien) Kristallalbumins absinkt, nimmt die Menge 
der ihm beigemengten Glucoproteine zu. Der Kohlenhydratgehalt der 
Globulinfraktion zeigt hingegen wahrend der Schwangerschaft keine 
signifikante Anderung. 


Herrn Prof. Tevfik Remzi Kazancigil sind wir fiir die Uberlassung 
von Blutproben von Schwangeren zu groBem Dank verpflichtet, 





— 
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Uber die Synthese des Benzylpenaldinsdureazids und seine Eignung 
zur Uberpriifung versuchter Penicillinsynthesen 


Von 
Adolf Butenandt, Horst Jatzkewitz und Ulrich Schiedt 
Aus dem Max-Planck-Institut fiir Biochemie, Tiibingen 
(Der Schriftleitung zugegangen am 22. Januar 1951) 


In Fortsetzung unserer Studien auf dem Penicillin-Gebiet} gelang 
es uns, Benzylpenaldinsaiure-azid-diaithylacetal (I)? mit konz. 
Salzsiure in Dioxan bei 21° zu 91% in das Benzylpenaldinsaure- 
azid (II) zu iiberfiihren: 


ne ee ee ee ee ee | 


0 O 
(H,0,0),CH-CH.CC, konz. Salzsbure,  OCH.CH-C¢. ‘e 


3 (Dioxan) ‘3 
NHCOR . NH.CO:‘R R = —CH,-C,H, 
I II 

Dieses £-Oxo-azid (II) kristallisiert aus Ather in farblosen derben Kri- 
stallen, die oberhalb von 93° unter starker Gasentwicklung schmelzen 
und in der Flamme lebhaft verpuffen. Seine relative Bestandigkeit, die © 
Reaktionsfahigkeit der Oxo- und Azido-Gruppe gestatten eine inter- 
essante Uberpriifung der Durchfiihrbarkeit versuchter Penicillin-Syn- 
thesen. 

Die Reaktionsfahigkeit der Oxo- und Azido-Gruppe ist 
pu-abhingig. Es ist méglich, unter gewissen Bedingungen in saurer 
Lésung nur die Oxo-Gruppe, in basischem Milieu nur die Azido-Gruppe 
allein oder beide Gruppen umzusetzen. Die Verhialtnisse werden durch 
folgende Reaktionskette veranschaulicht : 


Penicillamin 
(Eisessig) 


dann R-NH, 


ce) 
KG jokin... 
OCH-CH-CQy 








| 2 R-NH, 
Y Y . v 


s ) ) 
(CH,),C” ‘CH—CH-CO-NH-R = (OH) ,CH-CH-O@x 7 p crrartress.. 


H C——NH shes Penicillamin NH R-NH, > NH 
barca al IV oe 


IIIa R’ = R-NH; R =—_ CH, C,H, 


1 Joc. cit. 

2 Zur Darstellung vgl. A. Butenandt, H. Jatzkewitz u. U.Schiedt, 
diese Z. 288, 209 [1949]; Wellcome-Gruppe, ,,The Chemistry of Penicillin“, Prin- 
ceton University Press 1949 (im folgenden mit ,,Pen“ abgekiirzt) 872; Michigan- 
Gruppe, Pen. 872. 
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Benzylpenaldinséureazid (II) gab mit Penicillamin’, in Eis- 
essig umgesetzt, d,l-Benzylpenicilloinsiure-«-azid‘*, das nicht 
isoliert, sondern tiber das «-Benzylamid (III) als d,l-Benzylpeni- 
cilloinséure-«-benzylamid-£-benzylammoniumsalz (IIIa) cha- 
rakterisiert wurde*. Mit 4 Mol. Benzylamin entstand das Benzyl- 
aminderivat des Benzylpenaldinsadure-benzylamids (V), mit _ 
2 Mol. das Benzylpenaldinsadure-benzylamid, das in Form des 
Monohydrats (IV) kristallisiert erhalten werden konnte. Der Aldehyd 
(IV) lieB sich mit iiberschiissigem Benzylamin in V, mit Penicillamin in 
Dioxan-Phosphatpuffer von py7 in IIT umwandeln. 

Die Cornell-5 und Merck®-Arbeitsgruppen nehmen an, da8 das Benzylamin- 
derivat des Benzylpenaldinséureesters nach seinem UV-Absorptionsspektrum die 


Struktur VI besitzt. Ein Vergleich dieses Spektrums mit dem des Benzylamin- 
derivates des Benzylamids (V) und mit dem des £-Oxo-azids (IT), wie er aus Abb. 1 
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270 500 
Wellenlange in mp. ——> 
Abb. 1. UV-Absorptionsspektren der Benzylaminderivate von Benzylpenaldin- 
siureaithylester (VI) (—x—x—x-—) und -benzylamid (V) (—O—O—O—) und 

Spektrum des Penaldinsiure-azids (II) (-@¢—e—e—). 


ersichtlich ist, fiihrt zu der Annahme, daB die Schiffsche Base V die Struktur 
Va hat, wihrend das Benzylpenaldinsiureazid (II) nur zum Teil in dieser Form 
(IIa) vorliegen kénnte, zum Teil méglicherweise in einer der Struktur ITb ent- 
sprechenden Form, die bei kiirzeren Wellenlingen absorbieren miiBte. 


3 A. Butenandt, H. Jatzkewitz u. P. Fouché, diese Z. 282, 268 [1947]; 
A. Butenandt, H. Jatzkewitz u. U. Schiedt, diese Z. 285, 238 [1950]. 

4 Zur Nomenklatur vgl. H. Jatzkewitz, Chemiker-Ztg. 74, 206 [1950]. 

5,6 Pen. 501; vgl. auch Pen. 827, 828. 

* Bei der Bildung von Penicilloinsiurederivaten aus den d,l-Formen der beiden 
Reaktionspartner sind 4 Racemate zu erwarten. Es ist daher schwierig, IIIa in 
groBerer Menge rein zu gewinnen. 
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HO.CH:C.c@? , 
oo | N:N:N 
IIb 


RCO 
= CH,-C,H,; 


Aus den geschilderten Eigenschaften des Benzylpenaldinsiure- 
azids (II) ergeben sich folgende Méglichkeiten zur Chsvectiuns 
der Durchfihrbarkeit versuchter Penicillinsynthesen: 
= s so - 
a™ (CH,),C’ \CH—CH-NH-CO-R <—“2—, 
H —t—do 


l Ix 
COOH 


—H,0 
—HN, 


| 
OCH-CH-NH-CO-R 





S SH 
(CH,),C” \SCH——CH-NH.CO-R l (CH,),C’ OCH-CH.NH.CO-R 


Py < 7 N,-CO PH > 7 | 
N00 <0" =a, H-C——NH—CO 


| ty 


| 
COOH VII Il boon 
+ Penicillamin R = — CH,,-C,H;. 


Im geeigneten Reaktionsmilieu muB8 sich je nach dem pg der Lésung 
die Umsetzung von Benzylpenaldinsaiureazid (II) mit Penicill- 
amin so lenken lassen, daB iiber verschiedenartige Zwischenstufen (ent- 
weder VII oder VIII) Benzylpenicillin (IX) entstehen kénnte. In 
einem pq-Bereich unterhalb von.7 wird vornehmlich die Zwischenstufe 
des Benzylpenicilloinsaiure-«-azids (VII) durchschritten, in einem 
Pu-Bereich oberhalb von 7 die des N-Benzylpenaldyl-penicill- 
amins (VIII). Beide Zwischenprodukte schienen angelsaichsischen 
Autoren zur Synthese des Penicillins (IX) geeignet. Wahrend das rohe 
Benzylpenicilloinséiure-«-azid (VII) von ihnen synthetisiert werden 
konnte’, blieben Versuche zur Darstellung von Benzylpenaldyl- 
penicillamin (VIII) erfolglos*. Nach den eingangs beschriebenen Um- 
setzungen des £-Oxo-azids (IT) kénnen wir in unseren Ansatzen die inter- 
mediare Entstehung von VIII sicher annehmen. Da alle Kondensations- 


7 Michigan- und Merck-Gruppe, Pen. 854, 870. 
8 J. W. Cornforth u. H.T. Huang, J. chem. Soc. [London] 1948, 1964. 
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versuche von Benzylpenaldinséureazid (II) mit Penicillamin 
oder dessen Hydrochlorid, die wir in Dioxan-Phosphatpuffer, 
Pyridin, Formamid-Pyridin vorgenommen haben, biologisch in- 
aktive Reaktionsprodukte ergaben, glauben wir, daB das Benzylpenal- 
dyl-penicillamin (VIII) — ebenso wie das Benzylpenicilloinsiure-x-azid 
(VII)? — als Ausgangsmaterial bzw. Zwischenprodukt zur Synthese des 
Penicillins nicht geeignet ist. 

Besonders vielgestaltig schienen die Méglichkeiten zur Bildung von 
Penicillin bei py 7 zu sein. Hier konnten beide im Schema angedeuteten 
Reaktionswege nebeneinander verlaufen ; schlieBlich konnte aus Form IIb 
iiber eine intermediaére Oxazolonbildung die Einmiindung in die Syn- 
these des Benzylpenicillins von du Vigneaud?® erfolgen. 

Kondensationsversuche in Formamid bei py 7 (19-stiindiges Stehen- 
lassen bei 22°) ergaben zwar Reaktionsprodukte, deren Lésung eine 
stets reproduzierbare schwache antibiotische Wirkung im Lochplatten- 
test gegeniiber Staphylococcus aureus aufwies und noch in 64-facher 
Verdiinnung das Keimen von Milzbrandsporen verhinderte, jedoch 
zeigte eine Priifung mit Penicillinase, daB das wirksame Produkt kein 
Penicillin sein konnte. Es ist eine Séure und reagiert mit Dinitrophenyl- 
hydrazin, kénnte demnach N-Benzylpenaldyl-penicillamin (VIII) sein. 


Wir danken Herra De. Knapp vom Hygiene-Institut der Universitat Tiibingen 
fiir die Uberlassung einsr Kultur des Staphylococcus aureus-Stammes 8. G. 511 
(Oxford-Stamm), Herra Dr. Jensen vom Hygiene-Institut der Universitat Got- 
tingen fiir ein Penicillinase-Praparat sowie fiir die Durchfiihrung des Penicillin- 
testes nach Jensen, Fraulein U. Meinerts fiir ihre Mithilfe bei den Penicillin- 
testen, Herrn Dr. Dannenberg fiir die Aufnahme der-UV-Absorptionsspektren. 


Beschreibung der Versuche?® 
Benzylpenaldinsaureazid (II) 


Das aus 203mz (?/,;mMol) d,l-Benzylpenaldinsiurehydrazid-diithylacetal* 
bereitete Acetal-azid (I) wird in 3 cm? Dioxan gelést und die Lisung bei 21° 
mit 3cm? 7,64-n.Salzsaure versetzt. Nach 25 Min. Stehenlassen bei 21° wird 
das Gemisch in 6 cm? eisgekiihltes Wasser eingetragen und dreimal mit je 10 und 
zweimal mit je 5cm* Chloroform ausgeschiittelt. Die vereinigten Chloroform- 
lésungen werden zweimal mit je 5 cm* Wasser gewaschen, 2 Stdn. bei 0° iiber 
frischgegliihtem Natriumsulfat getrocknet und bei 30° im Vakuum zur Trockene 
gedampft. Es hinterbleibon 149mg Benzylpenaldinsaureazid (II) (91% d. 
Th., bezogen auf Acstalhydrazid) in Form weiBer glinzender Blattchen, die in 
der Flamme lebhaft verpuffen. Sie sind léslich in Ather, Aceton und Benzol, un- 
léslich in Wasser und Petrolither. Die Aceton-Lésung gibt mit Ferrichlorid eine 
intensive dunkelrote Farbung. 

Zur Analyse wards aus Ather umkristallisiert: Farblose derbe Prismen, die 
bei einer Erhitzungsze3sciwiniiz<eit von 2,5°/Min. oberhalb von 93° unter Gasent- 
wicklung schmelzen. 


® V. du Vigneaud, F. H. Carpenter, R. W. Holley, A. H. Livermore 
u. J. R. Rachele, Science [New York] 104, 431 [1946]. 

10 Alle Schmelzpunkte wurden im Apparat nach Kofler bestimmt und sind 
korrigiert. 
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Amax = 248,287 mu; e¢ = 9300,9500 cm~! (c = 13,8 y/ecm in. Dioxan). — 
4,844 mg Sbst.: 9,555 mg CO,., 1,670 mg H,O. — 2,080 mg Sbst.: 0,411 cm’ N, 
(22°, 725 mm). 

C,,H,.0,N, (246,2). Ber.: C 53,65, H 4,09, N 22,75. 
Gef.: C_53,81, H 3,86, N 21,81. 

Der zu niedrige N-Wert (Dumas) deutet auf N-Abspaltung bei Beriihrung der 

Substanz mit CuO hin. 


Umsetzung von Benzylpenaldinsaéureazid (II) mit Penicillamin in 
Eisessig 

350 mg (1,4 mMol) rohes Benzylpenaldinsaureazid (II) werden in 1,2 cm* 
einer molaren Lésung von d,l-Penicillamin in Eisessig aufgelést. Das Gemisch 
bleibt 9 Stdn. bei 26° stehen und wird dann mit eisgekiihltem Ligroin verriihrt. 
Man dekantiert von dem dabei auftretenden klebrigen Bodensatz, den man in 
gleicher Weise noch zweimal mit je 10 cm* kaltem Ligroin und einmal mit 10 cm* 
absol. Ather wascht. Der teilweise erstarrte Bodensatz wird in 10 cm* Wasser auf- 
genommen und die Lésung dreimal mit je 10 cm* Ather ausgeschiittelt. Die ver- 
einigten Atherlésungen werden 30 Min. tiber Natriumsulfat getrocknet und unter 
Umriihren und Eiskiihlung mit einer Lésung von Benzylamin in Ather versetzt. 
Das Gemisch wird bei 20° unter Stickstoff zur Trockene gedampft. Der dlige Riick- 
stand wird in 15 cm* Chloroform aufgenommen und die Chloroform-Lésung drei- 
mal mit je 10 cm* 0,1-n.Salzsiure, zweimal mit je 5 cm* Wasser und dreimal mit 
je 4cm* 5-proz. Natriumbicarbonatlésung ausgeschiittelt. Die vereinigten Bi- 
carbonatlésungén werden bei 0° unter Riihren mit 2-n.Salzsiure auf py 3 gebracht: 
d,l-Benzylpenicilloinsaure-a-benzylamid (III) fallt als amorphe farblose 
Substanz aus, die nach dem Waschen mit Wasser und Trocknen 67 mg wiegt 
(138% d. Th.) und von 86—110° schmilzt. 

Nach einem Verfahren der Upjohn-Arbeitsgruppe™ wird zur Lésung von 
39 mg der Saure (III) in 0,3 cm® 80-proz. Athanol ein Tropfen Benzylamin und 
Ather bis zur beginnenden Triibung gegeben. Nach 3-stdg. Stehenlassen bei 0° 
sind 11 mg d,l-Benzylpenicilloinsaiure-a-benzylamid-f#-benzylammo- 
niumsalz (IIIa) auskristallisiert. k: 5 

Zur Analyse wurde aus 80-proz. Athanol-Ather umkristallisiert: Farblose 
Nadeln, die nach 3-stdg. Trocknen (20°/10-4 mm) bei 62—70° schmelzen. Die 
Schmelze erstarrt unter Abdampfen einer Fliissigkeit zu Prismen vom Schmp. 
110—120°. 

3,561 mg Sbst.: 0,296 cm*® N, (21,5°, 737 mm). 

Cy9H3,0,N,S:2 H,O (584,7). Ber.: N 9,59. Gef.: N 9,34, 

Wegen zu geringer analysenreiner Substanzmenge wurde der Kristallwasser- 
gehalt durch CH-Bestimmung nicht iiberpriift, doch konnte die Konstitution ein- 
deutig aus einer Abbaureaktion gesichert werden: Bei Zusatz von HgCl, zur al- 
koholisch-atherischen Lésung fiel der HgCl,-Komplex des Penicillamins aus, 
wahrend das im Filtrat befindliche Benzylpenaldinsiure-benzylamid als Dini- 
trophenylhydrazon charakterisiert werden konnte. 


Benzylaminderivat des Benzylpenaldinséure-benzylamids (V) 
(aus Benzylpenaldinsaureazid (II)) 

Die Lésung von 62mg (0,25mMol) Benzylpenaldinsaureazid (II) in 
5 cm’ Chloroform wird tropfenweise unter Umriihren mit einer Lésung von 0,13 cm? 
(1,2 mMol) Benzylamin versetzt. Sofort fallen weife Nadelchen aus. Die Mutter- 
lauge ergibt nach dem Abdampfen des Lésungsmittels bei 30° und Umkristalli- 
sieren des Riickstandes aus verd. Athanol weiteres Umsetzungsprodukt. Man er- 
halt insgesamt 65 mg (64% d. Th.) Benzylaminderivat des Benzylpenaldin- 
siure-benzylamids (V). 


1 Pen. 634. 
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Zur Analyse wurde aus verd. Athanol umkristallisiert: Lange farblose Prismen, 
die nach 15-stdg. Trocknen (20°/10-* mm) bei einer Erhitzungsgeschwindigkeit 
von 1,5°/Min. bei 85—88° unter Abdampfen einer Fliissigkeit erweichen und bei 
130—132° vollstandig schmelzen. 

Amax = 281,5 mu; ¢ = 26400 cm—! (c = 35,6 y/cm* in Methanol). — 5,082 mg 
Sbst.: 13,745 mg CO,, 2,920mg H,O. — 3,168 mg Sbst.: 0,294cm* N, (28°, 
728 mm). 

C,;H,,;0,N3°1/2 H,O (408,5). Ber.: C 73,51, H 6,42, N 10,29. 
Gef.: C 73,79, H 6,43, N 10,04. 


Benzylpenaldinsaiure-benzylamid-monohydrat (IV) 

Zur Lésung von 32 mg (0,13 m Mol) rohem Benzylpenaldinsaureazid (II) 
in 2 cm* Chloroform werden 0,027 cm*® (0,25 mMol) Benzylamin gegeben. Das 
Gemisch wird bei 30° eingedampft, der dlige Riickstand zweimal aus verdiinntem 
Athanol umkristallisiert. Man erhalt 15mg Benzylpenaldinsaure-benzyl- 
amid-monohydrat (IV) in Form weifer Prismen, die nach 16-stdg. Trocknen 
(20°/10-4 mm) ab 100° sintern und bei 106—109° unter Abdampfen einer Fliissig- 
keit_ schmelzen. 

3,673 mg Sbst.: 0,266 cm? N, (20°, 743 mm). 

C,,H,,0,N,:H,O (328,4). Ber.: N 8,53. Gef.: N 8,25. 


Da8 die Verbindung als Aldehyd-hydrat (Orthoform) vorliegt, geht aus dem Ver- 
gleich ihres Absorptionsspektrums mit dem des Diathylacetals hervor. 


Benzylaminderivat des Benzylpenaldinsaiure-benzylamids (V) 
(aus Benzylpenaldinsaure-benzylamid-monohydrat (IV)) 


Zur Lésung von 75 mg (0,23 mMol) Benzylpenaldinsaure-benzylamid- 


monohydrat (IV) in 5cm* Chloroform werden 0,131 cm’ (1,2 mMol) Benzyl- 
amin gegeben. Das Gemisch bleibt 14 Stdn. bei 20° stehen und wird dann bei 
35° eingedampft. Das hinterbleibende 01 wird aus verd. Athanol umkristallisiert. 
Man erhalt 71 mg (76% d. Th.) Benzylaminderivat des Benzylpenaldin- 
siure-benzylamids, das in seinem ganzen Verhalten mit dem aus Benzyl- 
penaldinsiureazid (II) direkt gewonnenen iibereinstimmt. 


Umsetzung von d,l-Benzylpenaldinsdure-benzylamid mit d,l-Penicill- 
amin in Dioxan-Phosphatpuffer 


Die Lésung von 81 mg (0,25 mMol) Benzylpenaldinsaure-benzylamid- 
monohydrat (IV) in 2,5 cm*® Dioxan wird langsam unter Umriihren zur Lésung 
von 37 mg (0,25 mMol) d,l-Penicillamin in 1 cm* m/12-Phosphatpuffer vom 
Pa 7 gegeben. Die Lésung bleibt 60 Stdn. bei 18° stehen und wird bei 30° unter 
Sickstoff zur Trockne gedampft. Die Lisung des Riickstandes in 5 cm’ 5-proz. 
Natriumbicarbonatlésung wird mit 2-n.Salzsiure auf pg 3 gebracht: 

Es fallt d,l-Benzylpenicilloinsiure-a-benzylamid aus. Die trockene 
Substanz (48 mg = 43% d. Th.) ist ein weiBes amorphes Pulver vom Schmp. 
80—110° und wird zur Charakterisierung, wie bereits beschrieben, in das B-Benzy1- 
ammonium-Salz iibergefiihrt. 


Kondensation von Benzylpenaldinsaureazid (IL) mit d,l-Penicillamin 
oder dessen Hydrochlorid 


Die Versuchsansitze sind in der folgenden Tabelle zusammengestellt. All- 
gemein fallt auf, da8 nur ein geringer, manchmal sehr geringer Anteil der Reak- 
tionsprodukte in Phosphatpuffer vom py 6 léslich ist. Die Aufarbeitung ist fiir die 
ia der Tabelle zuletzt angefiihrte Kondensation von Benzylpenaldinsaureazid 
mit Penicillamin in Formamid angegeben, die zu Reaktionsprodukten mit 
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einer stets reproduzierbaren antibiotischen Aktivitat fiihrt. (Benzylpenaldin- 
saureazid = BPA; d,l-Penicillamin = PA.) 





iad antibiotische 

tions- 2 : Reaktionszeit | Aktivitét (durch 

partner Lisungsmittel und -temp. Penicillinase 
nicht aufhebbar) 





BPA PA Dioxan-Phosphat- 6 Stdn. 
puffer (pq 6u.pq_7)} 18 Stdn. 
BPA PA—HCI |Pyridin 1 Stde. 
2 Stdn. 
BPA PA _ |{Pyridin 13 Stdn. 
BPA PA—HC]I |Formamid 17 Stdn. 
1-proz. Lés. von Py- 
ridin in Formamid,| 19 Stdn. 0,1—0, 21. E./cm? 
7-proz. Lés. von Py- 
ridin in Formamid | 17 Stdn. —_ 
BPA PA ‘3 va 3 oe 3 
(197 mg) (119 mg) Formamid (4,5 cm’) | 19 Stdn. 22 0,4 I. E./em‘ 


Versuchsansatz E wurde folgendermaBen aufgearbeitet: Das auf 0° ge- 
kiihlte Reaktionsgemisch wurde mit 10 cm® eiskaltem Wasser verdiinnt, mit 2-m.- 
Phosphorsaure auf py 2 gebracht und rasch dreimal mit je 10 cm* kaltem Ather 
ausgeschiittelt.-Die vereinigten Atherlésungen wurden dreimal mit je 5 cm? eis- 
gekihltem 0,1-m.Glycinpuffer vom py 2 geschiittelt, bei 0° 30 Min. iiber Natrium- 
sulfat getrocknet und bei 18° im Vakuum unter Stickstoff eingedampft. Die dabei 
erhaltene zihe Masse wurde mit 1,5 cm® m/4-Phosphatpuffer vom py 6 zerrieben, 
die Lésung (py 4) filtriert und mit 0,1 cm® 2-n.Natronlauge auf py 5 gebracht. 
Diese Lésung lieferte im Lochplattentest gegeniiber Staphylococcus aureus S. G. 
511 (Oxford-Stamm) Hemmungshife, die 0,4 I. E. (= internationale Einheiten) 
Penicillin/em? entsprachen. Die Aktivitét lieB sich jedoch durch Penicillinase- 
Zusatz nicht vermindern. Beim Versuch, die antibiotische Aktivitaét der Losung 
im Penicillintest nach Jensen! zu bestimmen, wurde festgestellt, daB die Lésung 
noch in 64-facher Verdiinnung das Keimen von Milzbrandsporen verhinderte. 
Wurde sie mit salzsaurer Dinitrophenylhydrazinlisung umgesetzt, so erhielt man 
ein orangerotes Umsetzungsprodukt, das aus Substanzmangel nicht weiter unter- 


sucht wurde. 














Zusammenfassung 


Es wurde erstmalig das Benzylpenaldinséureazid (II), ein B-Oxo- 
azid, synthetisiert. 

Aus dem eingehenden Studium der Reaktionsfihigkeit von Oxo- 
und Azido-Gruppe geht hervor, daB bei der Umsetzung von II mit 
Penicillamin in einem pg-Bereich unterhalb von 7 vornehmlich die 
Zwischenstufe des Benzylpenicilloinséure-«-azids (VII), in einem py- 
Bereich oberhalb von 7 die des N-Benzylpenaldyl-penicillamins (VIII) 
durchschritten wird. Da sowohl VII als auch VIII angelsichsischen 
Autoren als Ausgangsmaterial bzw. Zwischenprodukt zur Synthese des 
Penicillins geeignet schienen, wurde eine interessante Uberpriifung der 
Durchfiihrbarkeit versuchter Penicillin-Synthesen méglich. 


12 J. Jensen, Zbl. Bakteriol., Parasitenkunde, Infektionskrankh., Hyg. 
Abt. I, Orig. 155, 112 [1950]. 
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Die Umsetzung vonII mit Penicillamin in Formamid bei py 7 ergab 
Reaktionsprodukte, deren Lésung eine stets reproduzierbare schwache 
antibiotische Wirkung im Lochplattentest gegeniiber Staphylococcus 
aureus aufwies und noch in 64-facher Verdiinnung das Keimen von Milz- 
brandsporen verhinderte; doch zeigte eine Priifung mit Penicillinase, 
da8 das wirksame Produkt kein Penicillin sein konnte. Es ist eine Séure 
und reagiert mit Dinitrophenylhydrazin. 


Zur Kenntnis der Chemie verzweigter Fettsauren 
II. Mitteilung 


Beitrag zur Reaktionskinetik der durch Wasserstoffionen katalysierten 
Veresterung verzweigtkettiger aliphatischer Monocarbonsduren 


Von 
K. E. Schulte, W. WeiSkopf und J. Kirschner 
Aus der Deutschen Forschungsanstalt fiir Lebensmittelchemie, Miinchen 
(Der Schriftleitung zugegangen am 18. April 1951) 


Wihrend die Kinetik der durch H-Ionen katalysierten Veresterung 
aliphatischer Monocarbonsauren schon verschiedentlich Gegenstand ein- 
gehender Untersuchungen und theoretischer Erérterungen gewesen ist 
und auch der Einflu8B der Konstitution der aliphatischen Alkohol- 
komponente in diese Untersuchungen einbezogen worden ist?, wurde 
dem EinfluB einer Alkylseitenkette in der Monocarbonsaéure auf die 
Reaktionsgeschwindigkeit bisher wenig Beachtung geschenkt. J. v. 


1H. Goldschmidt u. Udby, Z. physik. Chem. 60, 728 [1907]; H. Gold- 
schmidt u. Theusen, Z. physik. Chem. 81, 30 [1912]; H. Goldschmidt u. 
Melbye, Z. physik. Chem. 143, 139 [1929]; H. Goldschmidt, Haarland u. 
Melbye, Z. physik. Chem. 148, 278 [1929]; W. A. Kistiakowsky, Z. physik. 
Chem. 27, 250—266 [1898]; V. Meyer, Ber. dtsch. chem. Ges. 27, 510—512 [1894]; 
V. Meyer u. J. J. Sudborough, Ber. dtsch. chem. Ges. 27, 1580—1592, 3146— 
3153 [1894]; J. J. Sudborough u. L. L. Lloyd, J. Chem. Soc. [London] 75, 
467—483 [1899]; W. A. Bone, J. J. Sudborough u. C. H. G. Sprankling, 
J. Chem. Soc. [London] 84, 534—555 [1904]; J. J. Sudborough u. E. R. Thomas, 
J. Chem. Soc. [London] 91, 1033—1036 [1907]; J. J. Sudborough u. J. W. 
Gittins, J. Chem. Soc. [London] 93, 210—217 [1908]; 94, 315—321 [1909]; 
J. J. Sudborough u. M. K. Turner, J. Chem. Soc. [London] 101, 237—240 
[1912]; E. R. Thomas u. J. J. Sudborough, J. Chem. Soc. [London] 101, 
317—328 [1912]; C. N. Hinshelwood u. A. R. Legard, J. Chem. Soc. [London] 
1935, 587—596; A. T. Williamson u. C. N. Hinshelwood, Trans. Faraday 
Soc. 80, 1145—1149 [1934]; R. A. Fairclough u. C. N. Hinshelwood, J. Chem. 
Soe. [London] 1989, 593—600. 

2 A. T. Williamson u. C. N. Hinshelwood, Trans. Faraday Soc. 80, 


1145—1149 [1934]. 
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Braun u. Fr. Fischer* untersuchten die Veresterungsgeschwindigkeit 
der Trimethylessigsiure, eingehender beschaftigte sich H. A. Smith‘ 
mit der Kinetik dieser Reaktion am Beispiel der Isovaleriansiure, 
Isocapronséure und einiger «-substituierter Saéuren, die bis zu 5 C- 
Atomen in der Hauptkette enthielten. Die vorliegende Arbeit stellt 
eine Erginzung dieser Untersuchungen dar, insofern als der Verlauf der 
Veresterungsreaktion auch an verzweigten Saiuren mit langerer Haupt- 
kette und einer Seitenkette verschiedener Linge und verschiedener 
Stellung zur Carboxygruppe und an zwei Saéuren mit mehreren Methyl- 
gruppen untersucht wurde. Im Hinblick auf das erhéhte Interesse, das 
verzweigte Monocarbonséuren gewonnen haben, war es naheliegend, 
zu priifen, wie weit die Veresterungsreaktion zur Charakterisierung der 
verzweigten Saéuren verwendbar ist, da die herkémmlichen Daten wie 
z. B. der Schmelzpunkt bzw. Mischschmelzpunkt nicht immer befrie- 
digen. So wurde u. a. schon die Untersuchung monomolekularer Ober- 
flichenfilme zu diesem Zwecke mit Erfolg herangezogen®. 

Als Alkohol wurde Methanol im Uberschu8 (Molverhialtnis etwa 
1:50) verwendet und als Katalysator p-Toluolsulfonsiure in 0,01-m. 
Konzentration. Die Reaktionsgeschwindigkeitskonstante k wurde nach 
der von H. Goldschmidt abgeleiteten Gleichung, die u. a. von A. T. 
Williamson urd C. N. Hinshelwood bestiatigt wurde, berechnet. 


_ (r +4) In (aja—x)— 2 
ma rt Ckat : 


Dieser mathematische Ausdruck ist die Gleichung fiir die mono- 
molekulare Reaktion unter Beriicksichtigung der Hydrolysenkonstante 
des Alkohol-Komplex-Ions ROH; und der Konzentration des Kataly- 
sators. Es bedeuten a die Anfangskonzentration der organischen Saure, 
a—zx die Konzentration der Saéure nach der Zeit ¢, x die Konzentration 
des gebildeten Esters nach der Zeit t, c,., die Konzentration des Kata- 
lysators und r die Hydrolysenkonstante des Alkoholkomplex-Ions. Die 
Messungen wurden bei 30° und 40°C durchgefiihrt, um die Werte fiir 
die Aktivierungsenergie q und die Aktionskonstante « der Arrhenius- 
schen Gleichung (k = we~V®T) bestimmen zu kénnen. 

In der Tab. 1 sind die Ergebnisse zusammengestellt. 

In Ubereinstimmung mit den Untersuchungen von H. A. Smith 
und C. N. Hinshelwood wurde gefunden, daB der Wert fiir k (sowohl 
bei 30° und 40°) mit wachsender Kettenlinge von der Ameisensiure bis 
zur Buttersiure abnimmt und von der Butterséiure an bis zur Stearin- 
siure praktisch konstant bleibt. 


3’ J. v. Braun u. Fr. Fischer, Ber. dtsch. chem. Ges. 66, 101 [1933]. 

4H. A. Smith, J. amer. chem. Soc. 61, 254, 1176—1180 [1939]; 62, 1136— 
1140 [1940]. 

5 E. Stenhagen u. St. Stallberg, J. biol. Chemistry 189, 345 [1941]; 
G. Weitzel, A.M. Fretzdorff u. W. Savelsberg, diese Z. 285, 230 [1950]; Nature 
[London] 168, 406 [1949]; N. Polgar u. R. Robinson, J. Chem. Soc. | London] 
1945, 389. 


k 
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Tab. 1. Reaktionsgeschwindigkeitskonstante kz, und ky, Aktivierungsenergie q 
und Aktionskonstante « der durch H-Ionen katalysierten Veresterung gerad- 
kettiger und verzweigter Monocarbonséuren mit Methanol 





kegg°10* eqo°10? q é 
(Lit. mol} 3 sek.) a-10-5 





PO ee pe g0 90 
Ce AODWDOROWD 


~~ 


Isobutterséure 
«-Methyl-buttersiure 
«-Athyl-buttersaure 
a-Methyl-caprylsaure 
a-Methyl-caprinsaure 
o-Methyl-undecansaure 
o-Methyl-myristinsaure 
«-Methyl-palmitinsaure 


. 


. 


a-n-Butyl-stearinsaéure 
a-n- Hexyl-stearinsaure 


) 


P 


3 
3, 
5 
5 


a n-Undecyl- stearinséure 
«-Cetyl-stearinsiure 
a-Methyl-élsaure 
«-Athyl-dlsiure 
a-n-Propyl-élséure 
B-Methy1-buttersaure 
B-Methyl-pelargonsaiure 
p-Athyl-énanthsaure 
3.7.11-Trimethyl-dodecansaure 
Phytansaure (3.7.11.15-Tetramethyl- 
hexadecansaure) 
6-Methyl]-capronsaure 
y-Athyl-caprylsaure 
e-Athyl-caprinsaure 


Pay 


tb 
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Der Ersatz eines Wasserstoffatoms einer geradkettigen Saure durch 
eine Methylgruppe bewirkt dann eine Abnahme des Wertes fiir k, wenn 
die Substitution an dem zur Carboxylgruppe «-oder £-stiindigen Kohlen- 
stoffatom erfolgt. Unabhingig von der Linge der Hauptkette wird bei 
allen «-methylverzweigten Monocarbonséuren eine fast gleich grofe 
Abnahme des Wertes fiir & gefunden. Die £-staindige Methylgruppe ibt 
einen noch gréBeren EinfluB als die «-staéndige aus (ausgenommen bei 
den Methylbuttersiuren). Bei mehrfacher Methylsubstitution liegt die 
Abnahme des k-Wertes in der gleichen GréBenordnung wie bei einfacher 

Hoppe-Seylers Zeitschrift f. physiol. Chemie. 288 rf 
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£-Methylsubstitution, es iibt nur die in £-Stellung stehende Methyl- 
gruppe einen deutlichen EinfluB auf den k-Wert aus. Ist die Substi- 
tutionsstelle der Methylgruppe von der Carboxylgruppe weiter entfernt 
(ab C,), so tritt keine Anderung des k-Wertes ein. Die Verlangerung 
des Substituenten in «-Stellung bewirkt eine weitere Erniedrigung von 
k; beim Ubergang von einer «-stindigen Methyl- zu einer Athylgruppe 
wird unabhiangig von der Lange der Hauptkette der k-Wert um eine 
Zehnerpotenz kleiner. Riickt die Athylgruppe in f-Stellung; so nimmt 
der k-Wert, verglichen mit der «-staindigen Athylgruppe wieder zu, sie 
bewirkt aber eine stirkere Erniedrigung von k als eine Methylgruppe 
in «- oder £-Stellung, wihrend eine Athylgruppe in y-Stellung oder an 
einem von der Carkoxylgruppe weiter entfernten C der Hauptkette 
keinen EinfluB auf die Reaktionsgeschwindigkeit der Veresterung aus- 
iibt. 

H. A. Smith fand die gleiche GesetzmaBigkeit beziiglich der 
Anderung des k-Wertes und die mitgeteilten MeBergebnisse stimmen 
— soweit die gleichen verzweigten Saiuren untersucht wurden — mit 
den von diesem Autor gefundenen Werten iiberein. Kine gleichsinnige 
Beeinflussung der Reaktionsgeschwindigkeit durch eine Alkylseitenkette 
je nach ihrer -Stellung zur Carboxylgruppe wurde von J. Cason und 
H. J. Wolfshagen® mitgeteilt. Diese Autoren untersuchten die alka- 
lische Hydrolyse der Amide verzweigtkettiger Siuren und fanden, daB 
die Reaktionsgeschwindigkeitskonstante dieser Reaktion fiir Stearin- 
siureamid und y-Methyl-stearinsiureamid gleich groB ist. Eine Ver- 
minderung von k tritt ein, wenn die Methylgruppe in «- oder £-Stellung 
steht wie z. B. bei dem «-Methyl-octadecansiureamid, dem «-Methyl- 
dodecanséureamid bzw. dem £-Methyl-tetracosansiureamid, und zwar 
vermindert die £-standige Methylgruppe die Hydrolysengeschwindigkeit 
stirker als eine solche in «-Stellung. Gleichzeitige Methylsubstitution 
in «- und £-Stellung bewirkt eine noch gréBere Abnahme von & als in 
«- oder £-Stellung allein («,4-Dimethyl-stearinsiureamid). Auch die 
Geschwindigkeit der Hydrolyse der Athylester geradkettiger und methy]l- 
substituierter Monocarbonsiuren andert sich in Abhangigkeit von der 
Lange der Hauptkette bzw. Stellung der Methylgruppe zur Estergruppe 
gleichsinnig’. 

Der Wert fiir die Aktivierungsenergie q ist fiir die geradkettigen 
Sauren praktisch gleich groB (9,9 kcal). Bei Methylsubstitution in 
«-Stellung wurde fiir qg ein Wert gefunden, der um 0,2—0,3 keal héher 
gegeniiber dem Mittelwert der Aktivierungsenergie der gleichen Reaktion 
geradkettiger Saéuren liegt und unabhingig von der Lange der Haupt- 
kette fiir alle «-methylsubstituierten Siuren gleich ist (10,1—10,2 
kcal/mol). Eine Ausnahme bildet lediglich die «-Methyl-buttersiure 


6 J. Cason u. H. J. Wolfshagen, J. org. Chem. 14, 155 [1949]. 

7 H. S. Levenson u. H. A. Smith, J. Amer. chem. Soc. 62, 1556 [1940]; 
D. I. Evans, J. J. Gordon u. H. B. Watson, J. Chem. Soc. [London] 1938, 
1439; W. M. O. Bryant u. H. A. Smith, J. Amer. chem. Soc. 58, 1014 [1936]. 
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(Methy]-athyl-essigsiure), fiir die ein g-Wert von 10,5 kcal/mol ermittelt 
wurde. Methylsubstitution in £-Stellung bewirkt, gegeniiber der «-Sub- 
stitution eine weitere Zunahme der Aktivierungsenergie (10,3—10,5 
kcal/mol). Bei mehrfacher Methylsubstitution — wobei eine Methyl- 
gruppe in f-Stellung, die anderen weiter entfernt von der Carboxyl- 
gruppe stehen — liegt der Wert fiir g in der gleichen GréSenordnung 
wie bei einfacher £-Substitution (10,4—10,6 kcal/mol). Bei Athylsub- 
stitution in «-Stellung ist die Aktivierungsenergie unabhangig von der 
Lange der Hauptkette betriachtlich erhéht gegeniiber den g-Werten fiir 
geradkettige und «-methylverzweigte Saiuren. Mit der weiteren linearen 
Verlingerung der «-stindigen Seitenkette tritt aber nur noch eine 
geringe Zunahme des g-Wertes ein (12,5—12,9 kcal). Riickt die Athyl- 
gruppe in #-Stellung, so sinkt der Wert fiir die Aktivierungsenergie 
wieder ab, ist aber noch hoéher als der q-Wert fiir die £-methylsubsti- 
tuierten Sdéuren (¢g = 10,9 kcal/mol). Bei der Einfiihrung einer Methyl- 
oder Athylgruppe in y-Stellung oder an einem von der Carboxylgruppe 
entfernter stehenden C-Atom ist der Wert der Aktivierungsenergie 
gegentiber den normalen Fettsiuren unverandert. 

Der Wert fiir die Aktionskonstante « andert sich in Abhangigkeit 
von der Konstitution der Saéuren in folgender Weise: Bei den gerad- 
kettigen Fettsiuren nimmt bei gleichbleibendem Wert fiir die Akti- 
vierungsenergie der zahlenmaBige Ausdruck fiir die Aktionskonstante 
von der Ameisenséure bis zur Buttersiure ab, um dann bei weiterer 
Zunahme der Kettenlinge konstant zu bleiben; die Werte fiir die Akti- 
onskonstante und Reaktionsgeschwindigkeitskonstante andern sich also 
hier gleichsinnig. Der Wert von « liegt fiir Isobuttersiure sowie fiir alle 
verzweigten Sauren, die in y-Stellung oder an einem von der Carboxyl- 
gruppe entfernteren C-Atom methyl- und athylsubstituiert sind, in 
derselben GréBenordnung wie fiir geradkettige Siuren mit mehr als 
4 C-Atomen. Methylsubstitution in «- oder £-Stellung sowie mehrfache 
Methylsubstitution — wobei eine Methylgruppe in £-Stellung steht — 
bewirkt im Vergleich zu geradkettigen Saéuren mit mehr als 4 C-Atomen 
eine Abnahme von «. Tritt an Stelle der «-stiindigen Methylgruppe eine 
Athylgruppe oder eine langere Seitenkette, so nimmt der Wert fiir die 
Aktionskonstante mit wachsender C-Zahl der Seitenkette zu. 

Die Abnahme der Reaktionsgeschwindigkeitskonstante kann bei 
den geradkettigen Fettsiuren, der Isobuttersiure und simtlichen ver- 
zweigten Saéuren, die am C, oder einem weiter entfernten C-Atom sub- 
stituiert sind, also nur durch Faktoren bedingt sein, die in dem Ausdruck 
fiir die Aktionskonstante zusammengefaBt sind, da bei der Veresterung 
dieser Siuren die Aktivierungsenergie praktisch konstant ist. Bei den 
«- und £-methylierten sowie bei mehrfach methylsubstituierten Siuren 
(eine Methylgruppe in £-Stellung) geht die Abnahme von k mit einer 
Zunahme der Aktivierungsenergie und Abnahme der Aktionskonstante 
parallel. Der groBen Erniedrigung des k-Wertes beim Ubergang von der 
«-Methyl- zur «-Athyl-Seitenkette entspricht eine sprunghafte Er- 

7* 
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héhung der Aktivierungsenergie und ein Anstieg des Wertes fiir die 
Aktionskonstante. 

Die bisher durchgefiihrten Messungen zeigen, daB der k-Wert der 
Veresterungsreaktion zu entscheiden gestattet, ob unabhingig von der 
Lange der Hauptkette eine Alkylseitenkette am «- oder £-C-Atom oder 
einem von der Carboxylgruppe weiter entfernten C-Atom steht und ob 
die «- bzw. £-staéndige Seitenkette aus einem, zwei oder mehreren 
C-Atomen besteht. 

Vergleicht man die Anderung der &-Werte und des miinimalen 


Flachenbedarfes der «-alkylverzweigten Stearinsiuren nach G. Weitzel® 
in Abhangigkeit von der Kohlen- 


: stoffatomzahl der Seitenkette 
(Abb. 1), so kénnte man in Er- 

~ wagung ziehen, eine gewisse 
GesetzmaBigkeit aus dem Ver- 
lauf der Kurven, bedingt durch 
die Anordnung der Seitenkette 
zur Hauptkette anzunehmen, 
vor allem, wenn man als Erkla- 
rung fiir die EinfluBnahme der 
es Key Alkylsubstituenten auf die Re- 


Ky aktionsgeschwindigkeit eine ste- 
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46 8 0 @ W 16 rische Hinderung ansieht. 
C Zaid der Seitentate —=- G. Weitzel und Mitarbeiter 


Reaktionsgeschwindigkeitskonstanten K;, schlieBen aus der Messung des 
und K,) der Veresterung und min. Flachen- jyinimalflachenbedarfs «-alky- 
bedarf nach G. Weitzel a-n-alkylver- ababtiadl daB rf 
zweigter Stearinséuren in Abhangigkeit ‘Jrter Stearinsduren, ¢ 1e 

kurzen, «-staindigen Seitenket- 


von der Lange der Seitenkette. 
ten (bis C,) wie starre Queriste 


seitlich von der Hauptkette abstehen, Seitenketten mittlerer Lange 
(C,; und C,) beweglicher sind und sich der Hauptkette zuneigen kén- 
nen, wahrend lange Seitenketten (ab C,) sich parallel zur Hauptkette, 
d. h. vertikal zur Wasseroberfliche stellen kénnen. 

Diese réumliche Anordnung kann fiir die Grenzflichenmethode 
zutreffen, fiir Reaktionen im homogenen System, z. B. bei der Ver- 
esterung ist aber eine andere Anordnung des Substituenten zur Haupt- 
kette méglich. Aus der Tatsache, daB der Wert fiir & von der «-standigen 
Athylgruppe ab praktisch konstant ist und die Aktivierungsenergie 
sich nur noch geringfiigig andert, konnte man auch auf eine Anordnung 
der Seitenkette zur Carboxylgruppe schlieBen, die sich bei mehr als 
zwei C-Atomen in der Seitenkette nicht mehr andert. Es kénnte diese 
Anordnung im Sinne von H. A. Smith einem Chelatring entsprechen®. 


8 H. A. Smith u. J. P. Mc Reynolds, J. amer. chem. Soc. 61, 1963—70 
[1939]. 
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Bei geradkettigen Saéuren kann die Abnahme von k im wesentlichen 
nur von den in der GroBe « (= sP sterischer Faktor x Kollisionszahl) 
der Arrheniusschen Gleichung zusammengefaBten Faktoren bedingt 
sein, da die Anderung der Kollisionszahl (P) mit wachsender Kettenlange 
nicht so groB ist, daB sie zur Erklirung ausreichen wiirde. Die Verin- 
derung von s kénnte qualitativ durch die Annahme einer Chelatring- 
bildung fiir Séuren mit 4 und mehr C-Atomen erklirt werden, wobei 
nur die ersten 4 Kohlenstoffatome an der Ringbildung teilnehmen®. 
Diese Ringstruktur wurde auch auf Grund der hohen Dissoziations- 
konstante der Buttersiure von J. F. J. Dippy® gefordert. Die sprung- 
hafte Abnahme von k beim Ubergang von der Propionsiure zur Butter- 
siure lieBe sich ebenfalls mit Hilfe dieser Hypothese erkliren. Eine 
Zunahme dieses Effektes ist aber bei den héheren Homologen der 
Buttersiure nicht mehr méglich, so daB k konstant bleibt. In der gleichen 
Weise kénnen Ringstrukturen auch fiir verzweigtkettige Monocarbon- 
siiuren angenommen werden. So besteht bei der «-Athyl-buttersaure 
(Diathyl-essigsiure), den héheren «-athylsubstituierten Saéuren und den 
Sauren mit laingerer Seitenkette in «-Stellung («-n-Alkyl-stearinséuren 
und «-n-Alkyl-dlsiuren) die Moéglichkeit einer zweifachen Ringbildung. 

Es lieBe sich die gréBere Erniedrigung des k-Wertes bei 6-Methyl- 
Substitution (verglichen mit der «-Methyl-Substitution) vielleicht durch 
die gréBere Neigung zur 4-C-Chelatring-Bildung erklaren, zur Deutung 
der geringeren Abnahme des k-Wertes bei einer £-Athyl-Seitenkette 
gegentiber der Methylgruppe am gleichen C-Atom verglichen mit einer 
«-standigen Methyl- bzw. Athylgruppe reichte die Hypothese aber nicht 
aus. Ebenso wenig erklarbar bliebe die Nichtbeeinflussung des k-Wertes 
durch eine y-staéndige Methyl- bzw. Athyl- Substitution. 

Befriedigender als die Annahme einer sterischen Hinderung bzw. 
Chelatringbildung fiir die EinfluBnahme eines Alkylsubstituenten auf 
die Reaktionsgeschwindigkeit erscheint eine Erklarung auf Grund der 
elektronischen Auffassung der Bildung. Fiir die Deutung des Mecha- 
nismus der untersuchten Reaktion wird die Bildung eines Additions- 
produktes, in dem die Doppelbindung des Carbonyls aufgehoben iat, 
angenommen. Das Proton des Katalysators geht an den Carbonylsauer- 
stoff und die hierdurch bedingte Polarisation der Carbonyldoppelbindung 
ist die Voraussetzung fiir die Anlagerung des Alkohols an den Kohlen- 
stoff. Als Proton-Donator kann auch das von H. Goldschmidt ange- 
nommene Alkoholkomplex-Ion ROH; wirksam sein. Das hypothetische 
Zwischenprodukt zerfallt dann in Ester, Wasser und Proton. Es sind 
zwar Aussagen iiber die geschwindigkeitsbestimmende Stufe dieser 
Reaktionsfolge nicht méglich, doch diirfte die Stabilitaét des Zwischen- 
produktes unterschiedlich sein und durch die chemische Natur des 
Restes, an dem die Carboxyl- bzw. OH-Gruppe stehen, maSgeblich 
beeinfluBt werden. Nun erfolgt durch den Eintritt des Elektronen 


®° F.J.F. Dippy, J. chem. Soc. [London] 1988, 1222. 
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abstoBenden Alkylsubstituenten in das Siuremolekiil eine Deformation 
der Ladungsverteilung, die in Nahe der Carboxylgruppe zu einer ver- 
stairkten Polarisation der Carbonyl-Doppelbindung fiihrt. Der Sauerstoff 
wird starker negativ und zeigt erhéhte Neigung, das Proton des Alkohol- 
komplex-Ions anzulagern, der elektrophil gewordene Kohlenstoff bindet 
den Proton abgebenden Komplex fester. Es entsteht so ein Reaktions- 
zwischenprodukt, dessen Bindung unter dem EinfluB des Alkylsubsti- 
tuenten fester ist als bei einer geradkettigen Saure. Der Zerfall dieses 
Zwischenproduktes in Ester, Wasser und Katalysator-Proton wird {mit 
geringerer Geschwindigkeit erfolgen. Der induzierte Effekt der Alkyl- 
substituenten pflanzt sich iiber zwei C-Atome fort; deshalb andert sich 
die Veresterungsgeschwindigkeit bei geradkettigen Monocarbonsduren 
bei’einer Kettenverlingerung iiber die Propionsiure hinaus praktisch 
nicht mehr. Aus dem gleichen Grunde iibt eine «-standige Seitenkette 
mit mehr als 2 C-Atomen keinen gréBeren Einflu& aus als eine Athyl- 
gruppe; eine f-stindige Athylgruppe vermindert die Reaktionsge- 
schwindigkeit weniger als eine «-staindige, der Ubergang von einer 
4-staéndigen Methyl- zur Athyl-Seitenkette ist mit einem wesentlich 
kleineren Anstieg der Aktivierungsenergie verbunden als der Ubergang 
einer «-standigen Methyl- zur Athylgruppe. Eine Methyl- oder Athyl- 
gruppe am C, oder einem von der Carboxylgruppe weiter entfernten 
C-Atom bleibt ohne Einflu8. Unerklirbar bleibt die gréBere EinfluB- 
nahme einer Methylgruppe in f£-Stellung gegeniiber einer solchen in 
o-Stellung. 


Beschreibung der Versuche 


Versuchsansatz: Etwa 1/19, g-Aquiv. der véllig trockenen Séuren wurde in 

50 ccm absol. Methanol? gelést bzw. eine gesittigte Lésung der schwerer léslichen 
Sauren hergestellt und der Gehalt durch Titration bestimmt. Die Reaktionslésung 
enthalt: 25 com 0,01-n. absol. methylalkoholische Lésung von p-Toluolsulfon- 
siure (Schmp. = 104—105°C), 25 ccm absol. methylalkoholische Saurelésung. 
Die Komponenten des Versuchsansatzes werden im Thermostaten schon vorher 
auf die Versuchstemperatur von 30 bzw. 40°C gebracht. Dem fertigen Ansatz 
entnimmt man in bestimmten Zeitabstinden Titrationsproben von 10 ccm, kihlt 
diese ab und titriert mit 0,l-n. alkohol. Kalilauge gegen Phenolphthalein. Da die 
Pipetten fiir 20” geeicht sind, ist das Volumen entsprechend der Temperatur der 
pipettierten Lésung zu korrigieren. 

Volumenkorrektur: Temp.: 30°C Temp.: 40°C 

f. d. 10 ccm-Pipette 0,02 ccm 0,05 com 

f. d. 25 ccm-Pipette 0,06 com 0,13 com 


Die k-Werte sowohl nach der Gleichung von H. Goldschmidt als auch nach 
der gewdhnlichen Gleichung der monomolekularen Reaktion stimmen in den 
Anfangswerten iiberein. Mit fortschreitender Veresterung gewinnt die Gegen- 
reaktion (Verseifung) an EinfluB, & fallt ab, und zwar ist diese Abnahme bei den 
nach der Gleichung von H. Goldschmidt berechneten k-Werten naturgema8B 
geringer, MeBdaten siehe Kirschner". Die Werte fiir die Aktivierungsenergie der 


1) H. Lund u. I. Bjerrum, Bor. dtsch. chon. G23. 6£, 210 [1931]. 
11 J. Kirschner, Diss. Miinchen 1951. 
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a-Butyl- bis «-Cetyl-stearinsiure haben eine groBere Fehlergrenze als die tibrigen 


q-Werte, bedingt durch die geringere Léslichkeit dieser Sauren. Der Wert fiir r 
der Goldschmidtschen Gleichung ergibt sich aus dem Ausdruck fiir k, in dem 
zwei experimentell bestimmte Werte fiir x mit den entsprechenden Werten fiir 
t eingesetzt werden. Der r-Wert ist unabhangig von der Art der Saure und nimmt 
mit steigender Temperatur zu. Es ergaben sich folgende Durchschnittswerte: 

bei 30°C: r = 0,23, 

bei 40°C: r = 0,33. 

Die Synthese der verzweigten Monocarbonsiuren erfolgte tiber das Nitril, 
bzw. das Alkylmagnesiumhalogenid und CO,, sofern verzweigte Alkohole zur Ver- 
fiigung standen, im iibrigen fand die Malonestersynthese Anwendung. Monoalkyl- 
malonester wurden auch mit Hilfe der Oxalatkondensation!* und der Kondensation 
mit Diaithylcarbonat'* dargestellt. Héhere primaire Alkohole wurden zum Teil 
durch Reduktion aus den entsprechenden n-Fettsaiure-aithylestern!* oder durch 
Kettenverlangerung nach der Athylenoxyd-Methode™ gewonnen. Die angegebenen 
Schmelz- und Siedepunkte sind nicht korrigiert.. 


d,l-x-Methyl-buttersaiure' 


40 g sek. Butylchlorid werden iiber die Grignardverbindung mit CO, in a- 
Methyl-buttersiure iiberfiihrt. Ausbeute: 22g (50% d. Th.), Sdp. 173—174”. 

68,5 mg Sbst. verbr. 6,72 ccm 0,1-n.KOH. 

Aquiv.-Gew. gef.: 102,1, ber.: 102,1. 


d,l-6-Methyl-buttersiure 

Isopropylmalonester: Aus 4,6g Natrium, 75 ccm absol. Athanol, 35 g 
Malonester, 30 g Isopropylbromid. Ausb. 32 g Isopropylmalonester = 73° d. Th., 
Sdp.,, 108—109°. Verseifung zur Isopropylmalonsiure: 32 g Ester, 25 g Atzkali 
in 20cem Wasser und 10 ccm Athanol. Ausb. 20g Isopropylmalonsiure (87%, 
d. Th.); Schmp. 87—87,5°, umkrist. aus Petrolather. Decarboxylierung zur f- 
Methyl-buttersaure: Aus 15 g Isopropylmalonsaure: 10 g 6-Methyl-buttersaure 
(95% d. Th.); Sdp.: 171—172°. 

19,5 mg Sbst. verbr. 19,60 ccm 0,1-n.KOH. 

Aquiv.-Gew. gef.: 101,3, ber.: 102,1. 


«-Athyl-buttersaure 


Diathylmalonester: Aus 18,4g Natrium, 300ccm absol. Athanol, 70g 
Malonester, 140 g Methyljodid. Ausb. 60 g Diathylmalonester (74°, d. Th.). Sdp.,3 
106—107°. Verseifung zur Diaéthylmalonsaure: 60g Ester, 40g Atzkali in 
32 com Wasser und 10 ccm Athanol. Ausb. 36 g Diaithylmalonsaure (82% d. Th.). 
Schmp. 124,5—125,5°, umkrist. aus Benzol. Decarboxylierung zur «-Athyl- 
buttersdéure: Aus 30g Saure, Ausb. 18,5 g «-Athyl-buttersiure (85% d. Th.). 
Sdp. 193—194°, 

253,4 mg Sbst. verbr. 21,89 ccm 0,1-n.KOH. 

Aquiv.-Gew. gef.: 115,8, ber.: 116,2. 


d,l-6-Methyl-capronsaure 
3-Methyl-butylb romid: Aus 130 g 3-Methyl-butanol (aus Isopropylbromid 
nach der Athylenoxydm ethode) in 150 g absol. BenzoJ, 16 g rotem Phosphor und 


12 —D. E. Floyd u. S. E. Miller, J. amer. chem. Soc. 69, 2354 [1947]. 

13 V. H. Wallingford, A. H. Homeyer u. D. M. Jones, J. amer. chem. 
Soc. 63, 2056 [1941]. 

14 W. Bleyberg u. H. Ulrich, Ber. dtsch. chem. Ges. 64, 2504 [1931]. 

15 C, Weygand, Org. chem. Exp‘kunst, 2. Aufl., Leipzig 1948, S. 504. 

16H. Gilman u. R. H. Kirby, Org. Synth., Bd. I (1941), 8. 361. 
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125 g Brom. Ausb. 181 g 3-Methyl-butylbromid (81% d. Th.); Sdp. 116—117°. 
3-Methyl-butyl-malonester: Aus 23g Natrium, 750ccm absol. Athanol, 
160 g Malonester, 180 g 3-Methyl-butylbromid. Ausb. 90 g 3-Methyl-butyl-malon- 
ester (40% d. Th.). Sdp.,;, 130—133°. Verseifung des Esters zur 3-Methy]l-butyl- 
malonsaure: 90g Ester, 55g Atzkali in 44 ccm Wasser und 70 ccm Athanol. 
Ausb. 61 g 3-Methyl-butyl-malonsaure (90% d. Th.); Schmp. 92—93°, umkrist. 
aus Petrolither. Decarboxylierung zur 6-Methyl-capronsaure: Aus 60 g Saure. 
Ausb. 28 g 6-Methyl-capronsaure. Sdp.,, 107—108°. 

215,6 mg Sbst. verbr. 16,54 ccm 0,1-n.KOH. 

Aquiv.-Gew. gef.: 130,4, ber.: 130,2. 


d,l-p-Athyl-énanthsaure 

2-Athyl-hexylbromid: Aus 850g 2-Athyl-hexanol Sdp.,,; 179—180°, 
76,5 g rotem Phosphor und 650g Brom. Ausb. 750 g 2-Athyl-hexylbromid (60% 
d. Th.); Sdp., 50—51°. 2-Athyl-énanthsaurenitril: Aus 100 g Kaliumcyanid, 
193 g 2-Athyl-hexylbromid. Ausb. 125g 2-Athyl-énanthsdurenitril (90% d. Th.); 
Sdp., 90—92°. Verseifung zur f-Athyl-énanthsiure: Ausb. 75g (54% d. Th.); 
Sdp., 126—128°, 

148,4 mg Sbst. verbr. 9,27 ccm 0,1-n.KOH. 

Aquiv.-Gew. gef.: 160,1, ber.: 158,2. 


d,l-x-Methyl-caprylsaure 
Methyl-hexylmalonester: Aus 4,6g Natrium, 75 ccm absol. Athanol, 
35 g Methylmalonester, 30 g n-Hexylchlorid. Ausb. 25 g Methyl-hexylmalonester 
(48% d. Th); Sdp.o,; 125°. Verseifung zur Methyl-n-hexylmalonsaure: 25 g Ester, 
15g Atzkali in 12 ccm Wasser und 5ccm Athanol. Ausb. 16 g Methyl-n-hexyl- 
malonsiure (82% d. Th.); Schmp. 135—135,5°, umkrist. aus Petrolither. Decar- 


boxylierung zur «-Methyl-caprylsiure: Aus 15g Saure. Ausb. 10 g o«-Methyl- 
caprylsiure (83% d. Th.); Sdp.,, 136°. 

289,6 mg Sbst. verbr. 18,30 ccm 0,1-n.KOH. 

Gef. Aquiv.-Gew. 158,3, C 68,2, H 11,2. 

Ber. Aquiv.-Gew. 158,2, C 68,3, H 11,4. 


d,l-y-Athyl-caprylsaiure 

2-Athyl-hexyl-malonester: Aus 17,3 g Natrium, 375 ccm absol. Athanol, 
120 g Malonester, 150 g 2-Athyl-hexylbromid. Ausb. 120 g 2-Athyl-hexyl-malon- 
ester (60% d. Th.); Sdp., 142—145°. Verseifung zur 2-Athyl-hexyl-malon- 
sdure: 120g Ester, 75g Atzkali in 60 ccm Wasser und 40 ccm Athanol. Ausb. 
85g 2-Athyl-hexyl-malonsiure (90% d. Th.); Schmp. 97—97,5°, umkrist. aus 
Petrolather. Decarboxylierung zur y-Athyl-caprylsaure: 80g Saure, Ausb. 
46 g y-Athyl-caprylsiure (72% d. Th.); Sdp., 133—136°, 

143,2 mg Sbst. verbr. 8,33 ccm 0,1-n.KOH. 

Aquiv.-Gew. gef.: 171,9, ber.: 172,3. 


d,l-B-Methy1-pelargonsaure 
1-Methyl-1-jod-heptan: Aus 180 g Octanol-(2) 1’, 15 g rotem Phosphor und 
180 g Jod. Ausb. 233 g sek. Octyljodid (70% d. Th.); Sdp.,. 100°. Isooctylmalon- 
ester: Aus 10 g Natrium, 160 ccm absol, Athanol, 70 g Malonester, 105 g 1-Methyl- 
1-jod-heptan. Ausb. 65 g 1-Methyl-heptylmalonester (55% d. Th.); Sdp., 141—142°. 
Verseifung zur Isooctylmalonsaure: 65 g Ester, 35 g Atzkali, in 28 com Wasser 
und 20 cem Athanol. Ausb. 45 g 1-Methyl-heptyl-malonsaure (87% d. Th.); Schmp. 


17 R. Adams u. C. S. Marvel, Org. Synth., Bd. I (1941), S. 366. 
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96—96°, umkrist. aus Petrolither. Decarboxylierung zur B-Methyl-pelargon- 
saure: 44g Saure. Ausb. 30g f-Methyl-pelargonséure (84% d. Th.); Sdp., 134 
—135°. 

215,3 mg Subst. verbr. 12,53 ccm 0,1-n.KOH. 

Aquiv.-Gew. gef.: 171,8, ber.: 172,3. 


d,l-x-Methyl-caprinsaure 


Methyl-n-octyl-malonester: Aus 11 g Natrium, 180 ccm absol. Athanol, 
80 g Methyl-malonester, 135 g n-Octylbromid. Ausb. 110 g Methyl-n-octyl-malon- 
ester (83% d. Th.); Sdp.gg 180—182°. Verseifung zur Methyl-n-octyl-malon- 
saure: Aus 110 g Ester, 55 g Atzkali in 44 com Wasser und 20 ccm Athanol. Ausb. 
46 g Saure (88% d. Th.); Schmp. 91—92°, umkrist. aus Benzol. Decarboxylierung 
zur «-Methyl-caprinséiure: Aus 45g Malonsiure. Ausb. 25g «-Methyl- 
caprinsaure (70% d. Th.); Sdp.y. 109°. 

342,7 mg Sbst. verbr. 18,49 ccm 0,1-n.KOH. 

Aquiv.-Gew. gef.: 185,4, ber. 186,3. 


d,l-e-Athyl-caprinsaure 


4-Athyl-octanol-(1): Aus 24,3 g Magnesiumspane (1 g-Atom) 193 g 2-Athyl- 
hexylbromid (1 Mol) in 500 ccm wasserfreiem Ather, 53 g trockenem Athylenoxyd 
(1,2 Mol) in 60 ccm wasserfreiem Ather. Ausb. 63 g 4-Athyl-octanol-(1) (40% d. Th.); 
Sdp. 215—218°, 4-Athyl-octylbromid: Aus 63g 4-Athyl-octanol-(1), 5g rotem 
Phosphor, 36 g Brom. Ausb. 22g 4-Athyl-octylbromid, Sdp., 87—90°. 4-Athyl- 
octyl-malonester: Ahs 2,3 g Natrium, 40 ccm absol. Athanol, 16 g Malonester, 
22g 4-Athyl-octylbromid. Ausb. 17g 4-Athyl-octyl-malonester (57% d. Th.); 
Sdp.,; 159—161°. Verseifung zur 4-Athyl-octyl-malonester: 17g Ester, 8g 
Atzkali in 7 com Wasser und 5 ccm Athanol. Ausb. 11 g 4-Athyl-octy]l-malonsaure 
(80% d. Th.); Schmp. 107—108°, umkrist. aus Petrolither. Decarboxylierung zur 
e-Athyl-caprinséure: Aus 11g Malonsaure, Ausb. 8,5g e¢-Athyl-caprinséure 
(95% d. Th.); Sdp., 145—147°. 

298,7 mg Sbst. verbr. 15,00 ccm 0,1-n.KOH. 

Aquiv.-Gew. gef.: 199,1, ber.: 200,3. 


d,l-x-Methyl-undecansaure 


Methyl-n-nonyl-malonester: Aus 2,3 g Natrium, 40 ccm absol. Athanol, 
20 g Methyl-malonester, 25 g n-Nonylbromid. Ausb. 15 g Methyl-n-nony!-malon- 
ester (44% d. Th.); Sdp.y9 178—180°. Verseifung zur Methyl-n-nonyl-malon- 
siure: 15 g Ester, 10 g Atzkali in 8 com Wasser und 5 ccm Athanol. Ausb. 10 g 
Methyl-n-nonyl-malonsaure (82% d. Th.); Schmp. 92—92,5', umkrist. aus Benzol. 
Decarboxylierung zur «-Methyl-undecansadure: Aus 7g Malonsiure. Ausb. 
4,5 g «-Methyl-undecansiure = 79% d. Th., Sdp. 275°. 

354,8 mg Sbst. verbr. 17,71 ccm 0,1-n.KOH. 

Gef. Aquiv.-Gew. 200,3, C 72,10, H 12,02. 

Ber. Aquiv.-Gew. 200,3, C 71,95, H 12,07. 


d,l-x-Methy1l-laurinsaure 


n-Decylbromid: Aus 86g n-Decanol (aus Caprinsiure-aithylester durch 
Reduktion), 8,5 g rotem Phosphor, 69 g Brom. Ausb. 76 g n-Decylbromid (64% 
d. Th.); Sdp.;5 117—118°. Methyl-n-decyl-malonester: Aus 4g Natrium, 
90 ccm absol. Athanol, 30 g Methyl-malonester, 45 g n-Decylbromid. Ausb. 25 g 
Methyl-n-decyl-malonester (47% d. Th.); Sdp. 160°. Verseifung zur Methyl- 
n-malonsaure: 25 g Ester, 15 g Atzkali in 12 com Wasser und 10 ccm Athanol. 
Ausb. 15 g Methyl-n-decyl-malonsaure (75% d. Th.); Schmp. 87—88°, umkrist. 
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aus Petrolither. Decarboxylierung zur «-Methyl-laurinsaure: Aus 15 g Malon.- 
siure. Ausb. 8 g «-Methyl-laurinsaiure (67% d. Th.); Sdp., 150°; Schmp., 24—24,5°. 
247,5 Sbst. verbr. 11,54 ccm 0,1-n.KOH. 
Aquiv.-Gew. gef.: 214,5, ber.: 214,3. 


d,l-«-Methyl-myristinsaiure™® 

75 g Methyl-n-dodecyl-malonester, Sdp., 161—163°. Verseifung zur Methyl- 
n-dodecyl-malonsaure: Ausb. 47 g Methyl-n-dodecyl-malonséure (74% d. 
Th.); Schmp. 90—91", umkrist. aus Petrolither. Decarboxylierung zur «-Methyl- 
myristinsaéure: Aus 47 g Malonsaure. Ausb. 35 g «-Methyl-myristinséure (79%, 
d. Th.); Sdp.,; 169—170°. Schmp. 39,5 bis 40°, umkrist. aus Petrolather. 

359,6'mg Sbst. verbr. 14,81 ccm 0,1-n.KOH. 

Aquiv.-Gew. gef.: 242,89, ber.: 242,4. 


d,l-x-Methyl-palmitinsaure’ 

51 g Methyl-n-tetradecyl-malonester Sdp., 179—182°. Verseifung zur Me- 
thyl-n-tetradecyl-malonsaure: Ausb. 40 g Methyl-n-tetradecyl-malonsaure 
(93% d. Th.); Schmp. 95—95,5°, umkrist. aus Petrolither. Decarboyxlierung zur 
«-Methyl-palmitinsaiure: Aus 38 g Malonsiure, Ausb. 25 g «-Methyl-palmi- 
tinséure (76% d. Th.); Sdp., 176—177°. Schmp. 45,5—46,5°, umkrist. aus 
Petrolather. 

315,4 mg Sbst. verbr. 11,69 com 0,1-n.KOH. 

Gef. Aquiv:-Gew. 269,8, C 75,45, H 12,62. 

Ber. Aquiv.-Gew. 270,4, C 75,49, H 12,67. 


d,l-x-Methyl-stearinsaure”® 

Cetylalkohol: Aus 135g Palmitinsiure-ithylester in 450 ccm Petrolather 
(Sdp. 70—80°), 66 g Natrium, 400 ccm n-Butanol (Mol-Verhaltnis 1:6:9), 300ccm 
95-proz. Athanol. Ausb. 84 g Cetylalkohol (73% d. Th.). Sdp.,, 189°, Schmp. 48—49°. 
32 g Methyl-n-cetyl-malonester. Sdp.o,,, 204—205°. Verseifung zur Methyl-n- 
cetyl-malonsaure: Ausb. 25 g Methyl-n-cetyl-malonsiure (93% d. Th.); Schmp. 
96,5—97,5°, umkrist. aus Aceton. Decarboxylierung zur «-Methyl-stearinsaure: 
Aus 24g Malonsaure, Ausb. 20g «-Methyl-stearinsiure (95% d. Th.); Sdp.o5_, 
180—181°. Schmp. 54—55°, umkrist. aus Petrolither und Aceton. 


396,9 mg Sbst. verbr. 13,32 com 0,1-n.KOH. 
Gef. Aquiv.-Gew. 298,0, C 76,35, H 12,73. 
Ber. Aquiv.-Gew. 298,5, C 76,45, H 12,83. 


d,l-«-Athyl-stearinsiure®® 

n-Cetyl-malonester durch Oxalatkondensation: 35g Natrium, 440 ccm 
absol. Athanol, 670 g Oxalsdure-diithylester, 475 g Stearinsiure-athylester (Mol.- 
Verhaltnis: Alkoholat: Oxalester: Fettsiureester = 1:3:1). Ausb. 400 g n-Cetyl- 
malonester (68% d. Th.); Sdp., 190—192°. n-Cetyl-malonester durch Konden- 
sation mit Diathylearbonat: Aus 35g Natrium, 325 ccm absol. Athanol, 1100 g 
trockenes Diathyl-carbonat, 470 g Stearinsaure-ithylester (Mol.-Verhaltnis: Alko- 
holat: Diathylcarbonat: Fettsaiureester = 1:6:1). Ausb. 256 g n-Cetyl-malonester 
(45% d. Th.); Sdp., 190—193°. Athyl-n-cetyl-malonester: Aus 3,6 g Natrium 
100 ccm absol. Athanol, 60 g Cetyl-malonester, 30 g Athyljodid. Ausb. 27 g Athyl- 
n-cetyl-malonester (43% d. Th.); Sdp.,,., 210—211° Verseifung zur Kthyin. 
cetyl-malonsiure: 27 g Ester, 10g Atzkali in 8 com Wasser und 5 ccm Athanol. 
Ausb. 22 g Athyl-n-decyl-malonsaure (96% d. Th.). Schmp. 79—80°, umkrist. aus 


18 G. Weitzel u. J. Wojahn, diese Z. 287, 76 [1951]. 


9 1 oc. %, 8. 75. 
20 G. Weitzel u. J. Wojahn, diese Z. 285, 225 [1950]. 
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Petrolather. Decarboxylierung zur «-Athyl-stearinsaure: Aus 18 g Malonsiure, 
Ausb. 13 g «-Athyl-stearinséure (81% d.Th.); Sdp.9,,_; 187—188°. Schmp. 48,5— 
49,5’, umkrist. aus Petrolither und Aceton. 

495,0 mg Ssbt. verbr. 15,83'ccm 0,1-n.KOH. 

Gef. Aquiv.-Gew. 312,7, C 76,56, H 12,72. 

Ber. Aquiv.-Gew. 312,5, C 76,86, H 12,90. 


d,l-x-n-Propyl-stearinsaure*! 

24 gn-Propyl-cetyl-malonester, Sdp.,,_; 216—217°. Verseifung zur n-Propyl- 
cetyl-malonsaure: Ausb. 28 g n-Propyl-cetyl-malonsaure (90% d. Th.); Schmp. 
86—87°, umkrist. aus Aceton. Decarboxylierung zur «-n-Propyl-stearinsaure: 
16 g Malonsaiure, Ausb. 12 g «-n-Propylstearinsiure (80% d. Th.). Sdp.o5—1 
196—197°. Schmp. 45,5—46,5°, umkrist. aus Petrolither u. Aceton. 

353,1 mg Sbst. verbr. 10,83 cem 0,1-n. KOH. 

Aquiv.-Gew. gef.: 326,0, ber.: 326,5. 


d,l-x-n-Butyl-stearinsiure*! 

25 g Butyl-cetyl-malonester; Sdp.o,, , 222—223°. Verseifung zur n-Butyl- 
cetyl-malonsaure: Ausb. 19 g n-Butyl-cetyl-malonsiure (87% d. Th.); Schmp. 
93,5—94,5°, umkrist. aus Aceton. Decarboxylierung zur «-n-Butyl-stearin- 
sdure: Aus 17 g Malonsaure. Ausb. 11 g «-n-Butylstearinsaure (73% d. Th.); 
Sdp.o,;—-1 204—205°. Schmp. 49—50°, umkrist. aus Petrolither u. Aceton. 


348,8 mg Sbst. verbr. 10,26 com 0,1-n.KOH. 
Aquiv.-Gew. gef.: 340,0, ber.: 340,6. 


d,l-x-n-Decy1-stearinséure** 
35 g n-Decyl-cetyl-malonester, Sdp.o,;_, 275—276°. Verseifung zur n-Decyl- 
cetyl-malonsaure: Ausb. 28 g n-Decyl-cetyl-malonsaure (90% d. Th.); Schmp. 


68—69°, umkrist. aus Aceton. Decarboxylierung zur a-n-Decyl-stearinsaure: 
Aus 26 g Malonsiure. Ausb. 19 g «-n-Decyl-stearinséure (80% d. Th.); Sdp.o;-1 
245—246°. Schmp. 58—59°, umkrist. aus Petrolither und Aceton. 

483,7 mg Sbst. verbr. 11,41 com 0,1-n.KOH. 

Aquiv.-Gew. gef.: 423,9, ber.: 424,7. 


a-n-Cetyl-stearinsaure 

Di-cetyl-malonester: Aus 2,5g Natrium, 50ccm absol. Athanol, 40g 
Cetyl-malonester, 40 g Cetylbromid. Ausb. 24 g Di-cetyl-malonester (38% d.Th.); 
Sdp.o,; 325—326°. Verseifung zur Dicetyl-malonsaure: 24 g Ester, 8 g Atzkali 
in 8ccm Wasser und 15 ccm Athanol. Ausb. 19g Di-cetyl-malonsaure (90% 
d. Th.); Schmp. 84—85°, umkrist. aus Petrolather. Decarboxylierung zur «-Cety1- 
stearinsaiure: Aus 19 g Malonsaure. Ausb. 16 g «-Cetyl-stearinsaure (94% d. Th.); 
Sdp.o,; 295—296°. Schmp. 73—74°, umkrist. aus Petrolither. 

668,7 mg Sbst. verbr. 13,16 com 0,1-n.KOH. 

Aquiv.-Gew. gef.: 508,1, ber.: 508,9. 


d,l-x-Methyl-élsaure (d,l-2-Methyl-octadecensiure) 

n-Hexadecenyl-malonester durch Oxalatkondensation: Aus 23 g Natrium 
und 375 ccm absol. Athanol, 320 g Oxalester, 310 g Olsdure-athylester (Mol.-Ver- 
haltnis: 1:2:1), 60 g Eisessig in 600 com Wasser. Ausb. 205 g Hexadecenyl-malon- 
ester (54% d. Th.); Sdp., 185—187°. Methyl-n-hexadecenyl-malonester: 
Aus 2,7 g Natrium, 75 ccm absol. Athanol, 44 g n-Hexadecenyl-malonester, 25 g 
Methyljodid. Ausb. 30 g Methyl-n-hexadecenyl-malonester (65% d. Th.); Sdp.o,5—1 
200—201°, Verseifung und Decarboxylierung zur «-Methyl-élsaure: 30 g Ester, 


41 1, o. 9, §. 226. 
#3 1, ¢. 9, §, 228. 
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15 g Atzkali in 12 ccm Wasser und 5ccm Athanol. Ausb. 19 g «-Methyl-dlséure 
(86% d. Th.); Sdp.o,;-, 178—180°. 

473,1 mg Sbst. verbr. 15,94 ccm 0,1-n.KOH.; 131,0 mg Sbst. verbr. 8,68 com 
0,1-n.Natriumthiosulfat (n. Hanus). 

Gef. Aquiv.-Gew. 296,8, Jodzahl 84,1. 

Ber. Aquiv.-Gew. 296,5, Jodzahl 85,6. 


«-Athyl-édlsiure (2-Athyl-octadecensaure) 

_ Athyl-n-hexadecenyl-malonester: Aus 3,1 g Natrium, 85 ccm absol. 
Athanol, 50g n-Hexadecenyl-malonester, 25g Athyljodid. Ausb. 33g Athyl-n- 
hexadecenyl-malonester (62% d. Th.) ; Sdp.o,;, 205—206°. Verseifung und Decar- 
boxylierung zur «-Athyl-élsaure: 33 g Ester, 15 g Atzkali in 12 com Wasser und 
5 ccm Athanol. Ausb. 19 g «-Athyl-dlsiure (76% d. Th.); Sdp.o,;-1 185—187°. 

315,6 mg Sbst. verbr. 10,20 ccm 0,1-n.KOH. — 220,9 mg Sbst. verbr. 

14,10 ccm 0,1-n.Natriumthiosulfat (n. Hanus). 

Gef. Aquiv.-Gew. 309,4, Jodzahl 81,0. 
Ber. Aquiv.-Gew. 310,5, Jodzahl 81,8. 


a-n-Propyl-dlsiure (2-n-Propyl-octadecensiure) 

n-Propyl-n-hexadeceny]-malonester: Aus 3,2 g Natrium, 90 ccm absol. Athanol, 
52g mn-Hexadecenyl-malonester, 25g n-Propylbromid. Ausb. 32 g n-Propyl-n- 
hexadeceny]l-malonester (56% d. Th.); Sdp.,,,_, 211—212°. Verseifung und Decar- 
boxylierung zur «-n-Propyl-élsaure: 32 g Ester, 15 g Atzkali in 12 com Wasser 
und 5ccm Athanol. Ausb. 18 g «-n-Propyl-dlsiure (75% d. Th.); Sdp.o,s-1 193 
—195°. . 

364,3 mg Sbst. verbr. 11,25 ccm 0,1-n. KOH. — 128,3 mg Sbst. verbr. 7,88 com 
0,1-n. Natriumthiosulfat (n. Hanus). 


Gef. Aquiv.-Gew. 323,8, Jodzahl 78,0. 

Ber. Aquiv.-Gew. 324,5, Jodzahl 78,2. 

Die «-n-Hexyl-, «-n-Nonyl-, «-n-Undecyl-stearinsiuren sowie die 3.7.11- 
Trimethy]-dodecanséure und die Phytanséure wurden uns liebenswiirdiger Weise 
von Herrn Dr. Dr. G. Weitzel, Géttingen zur Verfiigung gestellt, wofiir wir auch 
an dieser Stelle unseren Dank aussprechen méchten. 


Zusammenfassung 

Alkylsubstitution in «- oder f-Stellung bewirkt unabhaingig von 
der Lange der Hauptkette eine Abnahme des Wertes der Reaktions- 
geschwindigkeitskonstante der Veresterungsreaktion verglichen mit 
geradkettigen Monocarbonsiuren; eine Methyl- oder Athylgruppe am 
C 4 oder einem weiter entfernten C-Atom der Hauptkette beeinfluBt die 
Reaktionsgeschwindigkeit nicht. Der k-Wert «-alkylverzweigter Saéuren 
nimmt beim Ubergang von einer Methyl- zu einer Athyl-Seitenkette 
sprunghaft ab, wahrend eine weitere Verlingerung der Seitenkette 
praktisch keinen EinfluB ausiibt. Eine Methylgruppe in f-Stellung iibt 
einen gr6Beren Einflu8 auf den k-Wert aus als eine solche in «-Stellung, 
wihrend eine Athylgruppe in f-Stellung eine geringere Abnahme der 
Reaktionsgeschwindigkeit bewirkt als eine solche in «-Stellung. Die 
Messung von k gestattet zu entscheiden, ob eine Methyl- oder Athyl- 
gruppe am a- bzw. £-C-Atom oder an einem von der Carboxylgruppe 
entfernteren C-Atom sitzt und ob die Seitenkette in «- bzw. £-Stellung 
aus einem, zweien oder mehreren C-Atomen besteht. 
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Uber Kathepsinwirkung im physiologischen px-Bereich 
Von 


H. G. Klingenberg und M. Walzel 
Aus dem Molizinisch-chemischen Institut und Pregl- Laboratorium der Universitat Graz 
(Der Schriftleitung zugegangen am 7. Mai 1951) 


In allen Geweben findet sich in wechselnder Menge ein proteo- 
lytischer Fermentkomplex, das Kathepsin, das aus vier Komponenten 
besteht, dem Kathepsin I, II, III, und IV. Ferner wurde es im Magen- 
saft nachgewiesen*. Die Kathepsine unterscheiden sich hinsichtlich ihrer 
Substratspezifitat, ihrer Aktivierbarkeit durch Glutathion, ihrer Hitze- 
bestaindigkeit und der pq-Optima. Der Wirkungsbereich der Kathepsine 
erstreckt sich von py 3 bis 6%. Als begrenzender Faktor der proteo- 
lytischen Wirkung bei pg-Werten unter 3 wird Inaktivierung des Fer- 
mentes, bei pq-Werten iiber 6 Mangel an geeignetem Substrat ange- 
nommen. Das Optimum der Enzymwirkung liegt zwischen pg 4 und 5, 
da dort die meisten Proteine ihren isoelektrischen Punkt aufweisen, 
und somit in giinstiger Form zum Abbau durch das Enzym vorliegen. 
Schon in alteren Untersuchungen wurde angenommen‘, daB man von 
einem py-Optimum des Kathepsins nicht sicher sprechen kann, sondern 
da8 vielmehr fiir jedes Protein ein kritischer py-Wert, naimlich sein 
isoelektrischer Punkt, den optimalen Zustand fiir die Proteolyse dar- 
stellt. 

Die Proteine der Gewebe und des Blutplasmas, die unter normalen 
Bedingungen, entsprechend der Lage ihres isoelektrischen Punktes im 
sauren Gebiet, als Anionen vorliegen, stellen nach dieser Vorstellung 
kein spaltbares Substrat dar. Erst postmortal, bei Auftreten von Siuren 
aus dem autolytischen Glykogenabbau, wird das pq des nunmehr toten 
Gewebes so weit gegen die saure Seite verschoben, daB die Gewebs- 
proteine der Kathepsinwirkung ausgesetzt werden. Es ist aus diesem 
Grunde verstindlich, daB die Wirkung des Kathepsins vorzugsweise 
im Zusammenhang mit der Frage der Autolyse untersucht worden ist. 
Uns waren keine Untersuchungen bekannt, die sich mit der Wirkungs- 
moglichkeit der Kathepsine waihrend des Lebens niher befaBt hiatten. 
Eine derartige Wirkung anzunehmen bestand insofern Grund, als das 
Enzym im Organismus weit verbreitet ist. 

Ein wichtiger Hinweis fiir eine vitale Bedeutung dieses Enzyms 
wiirde dann gegeben sein, wenn es sich als einziges proteolytisches 
Ferment nachweisen lieBe. Dieses ist in der Tat bei der Gewebskultur 


1 G. W. Irving, J. S. Fruton u. M. Bergmann, J. biol. Chemistry 139, 
569 [1941]. 

2 E. Freudenberg, Enzymologia 8, 385 [1940]. 

3-H. Eder, H. C. Bradley u. 8. Balfer, J. biol. Chemistry 128, 551 [1939]. 

4 H.C. Bradley u. Peuringhaus: zit. nach O. Oppenheimer u. R. Kuhn, 
Lehrb. der Enzyme [1927]. 
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der Fall. A. Fischer® berichtet, daB bei seinen Untersuchungen iiber 
die chemischen Vorginge bei der Gewebskultur nur ein proteolytisches 
Ferment nachgewiesen werden konnte, dessen Wirkungsoptimum im 
schwach sauren Gebiet lag. Von Huepper u. a.® wurde das Enzym 
isoliert und als mit Kathepsin identisch erkannt. Es ist im Embryonal- 
extrakt vorhanden und seine Funktion diirfte darin bestehen, daB es 
die Proteine des Nihrmediums, vor allem die des Serums zu héheren 
Polypeptiden abbaut, die nach Carrel und Barber spezifisch wachs- 
tumsférdernde Substanzen sind. Es lieB sich weiter zeigen, daB Amino- 
siuren oder auch niedere EiweiBspaltprodukte keinen oder sogar einen 
hemmenden Einflu8B auf das Wachstum einer Gewebskultur ausiiben’. 
Unter den Aminoséuren nimmt nur das Cystin insofern eine besondere 
Stellung ein, als bei seinem Fehlen ein vdélliger Wachstumsstillstand 
eintritt. DaB es sich hierbei nicht um den Schwefelgehalt als solchen 
handelt, geht daraus hervor, daB Cystin nicht durch Methionin ersetzbar 
ist, wohl aber durch Glutathion. Damit wird die Beziehung zum Kath- 
epsin deutlich; denn Glutathion stellt den natiirlichen Aktivator der 
Kathepsine II, IIT und IV dar’. Fischer vermutet, daB das Cystin 
bzw. Glutathion die proteolytische Wirkung des Kathepsins erméglicht 
und es auf unbekanntem Wege befihigt, die Proteine der Zellumgebung 
zu spalten. : 

Die Schwierigkeit, eine Kathepsinwirkung in vivo anzunehmen, 
liegt darin, daB die Proteine als Ionen vorliegen und Kathepsin iso- 
elektrisches EiweiB spaltet. Andererseits ist nicht anzunehmen, daf in 
der Umgebung der Zelle die Wasserstoffionenkonzentration bis auf 
py 4 bis 5 absinkt, was zu einer Spaltung der Serumproteine erforderlich 
wire. 

Das Ziel der nachstehend mitgeteilten Untersuchung war, Be- 
dingungen zu untersuchen, die eine Kathepsinwirkung auch im physio- 
logischen, also annahernd neutralem py-Bereich erméglichen. 


Beschreibung der Versuche 


Kathepsin wurde nach der von Kleinmann und Stern® angegebenen 
Methode aus normaler menschlicher Milz gewonnen. Dieser Glycerinauszug, das 
sog. Rohenzym nach Waldschmidt-Leitz, enthalt unter Umstainden auBer 
Kathepsin auch eine Ereptase mit einem Wirkungsoptimum zwischen py 7 und 8. 
Unsere Praparate zeigten iiber py 6,8 keine Aktivitat mehr, so daB sie als frei von 
Ereptase zu bezeichnen waren. Bei Aufbewahrung im Kiihlschrank zeigten die 
Glycerinausziige groBe Haltbarkeit und konstante Aktivitat. Als MaB fiir die 
Spaltung wurde die Differenz der Betrage von nichtkoagulablem Stickstoff nach 
Fallung mit Trichloressigsiure vor und nach dem Versuch gewahlt. Der Stickstoff 


5 A. Fischer, Ergebn. Physiol. biol. Chem. exp. Pharmakol. 35, 82 [1933]. 

6 W. C. Huepper, A. Allen, M. Russel, G. Woodward u. M. Platt, 
Amer. J. Cancer 17, 74 [1933]. 

7 A. Fischer, Biol. Rev. biol. Proc. Cambridge philos. Soc. 22, 178 [1947]; 
Fischer, A., Biochem. J. 48, 491 [1948]. 

8 E. Waldschmidt-Leitz, diese Z. 167, 285 [1927]. 

® H. Kleinmann u. K. G. Stern, Biochem. Z. 222, 31 [1930]. 
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wurde im Mikro-Kjeldahl-Verfahren bestimmt. Die Versuchszeit betrug 22 Stdn., 
die Temperatur 38° C. Hervorzuheben ist, daB der Stickstoffgehalt im Trichlor- 
essigsdurefiltrat am Beginn des Versuches immer so bestimmt werden muB, daB 
alle an der Reaktion beteiligten Komponenten zunichst vereinigt werden und 
dann erst von dem Gemisch die Bestimmung erfolgt. Ein rechnerisches Vorgehen, 
aus der Summe der Filtrat-N-Gehalte der Einzelkomponenten den N-Gehalt des 
Gemisches zu ermitteln, fiihrt zu groben Fehlern. Bei der Vereinigung der ver- 
schiedenen Komponenten treten Adsorptionserscheinungen auf, so daB der Fil- 
trat-N des Gesamtansatzes immer wesentlich niedriger ist als es der Summe der 
einzelnen Komponenten rechnerisch entspricht. 

Die py-Einstellung erfolgte mittels Essigsiure oder Natronlauge unter Kon- 
trolle mit der Glaselektrode. Als Verdiinnungsfliissigkeiten wurden Aqua dest. 
oder Neutralsalzlésungen gebraucht. Von Pufferzusitzen wurde abgesehen, da 
einerseits die Puffersalze in manchen Fallen stérend gewesen waren und anderer- 
seits die Anwesenheit von Proteinen bereits zur Pufferung ausreicht!". Kontroll- 
messungen ergaben auch bei unseren Versuchen kon- 
stante py-Werte wahrend des ganzen Versuchsverlaufes. 60 

Die durch die Kathepsinwirkung erhaltenen Spalt- 
produkte waren nur zum kleinsten Teil Amino- 
sduren. Ihr Anteil, der nach Folin™ auf Grund 
ihrer Reaktion mit B-Naphthochinonsulfonsiure photo- 
metrisch bestimmt wurde, betrug am Zuwachs des Fil- 
trat-N durchschnittlich 7%. Dieser Befund stimmt 
mit der bekannten Tatsache iiberein, daB die Proteo- 
lyse durch Kathepsin im wesentlichen nur bis zur Auf- 
spaltung in Peptone und héhere Peptide vor sich geht. 

Der EinfluB der Ionen auf die Fermentwirkung 
ruft innerhalb physiologischer Ionenkonzentrationen 10 
keine Veranderung des Aktivitatsbereiches des Kathep- 
sins hervor. Das pq-Optimum lag sowohl in destil- eos 
liertem Wasser wie auch in Salzlésungen bei py 4 und yy— 
fiel bis py 6,5 kontinuierlich auf Null ab. Auch a 
Mischungen verschiedener Ionen nach Art einer Ringer- Abb. 1. Proteolytischer 
lésung mit variiertem Verhiltnis der einzelnen Ionen Effekt des Kathepsins; 
untereinander zeigten keine Beeinflussung des Spal- Ainaquadest., Sin Salz- 
tungsvorganges. Ein deutlicher Effekt wurde nur hin- _lésungen physiologischer 
sichtlich des AusmaBes der Spaltung erzielt, wie dies Konzentration. 
aus Abb. 1 zu entnehmen ist. Fiir die Steigerung der 
Spaltung war dabei die Ionenart gleichgiiltig; entscheidend war nur die Gesamt- 
konzentration der Ionen. 

Durch Zusatz eines basischen Suspensionskolloides, wie z. B. Eisen- 
hydroxydsol konnte in Ubereinstimmung mit alteren Literaturangaben ebenfalls 
keine Anderung des Spaltungsbereiches erzielt werden”. 

Versuche, durch Zusatz basischer Proteine zum Milzextrakt den Spal- 
tungsbereich bis in den Neutralbereich zu verlagern, erwiesen sich als erfolgreich. 
Zugesetzt wurde Histon, das in Anlehnung an bewahrte Verfahren! aus Kalbs- 
thymus hergestellt worden war. Ferner wurden Versuche mit Protamin aus- 
gefiihrt. Um eine Vergleichsméglichkeit zu finden, wurde zunachst der proteo- 
ytische Effekt des Kathepsins in Abhangigkeit vom py aufgenommen, den dieses 
































10 F. Chodat, C. r. Soc. physique Genéve 47, 35 [1930]. 

10. Folin, Kg. Zbl. ges. Inn. Med. 77, 314 [1934]. 

2 H.C. Bradley, zit. nach (4). 

13M. G. Sevag, D. L. Ackmann u. J. Smolens, J. biol. Chemistry 124, 
425 [1938]; A. E. Mirsky u. A. W. Pollister, Proc. Nat. Acad. Sci. USA 28, 
344 [1942]; R. O. Carter u. J. L. Hall, J. Amer. chem. Soc. 62, 1194 [1940]. 
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Enzym auf die im Milzextrakt reichlich vorhandenen Organproteine ausiibt. Als 
einheitliches MaB der Spaltung wurde willkiirlich die Verdoppelung des Betrages 
an nichtkoagulierbarem Stickstoff, der zu Beginn des Versuches gefunden worden 
war, mit 100% beziffert. Die Versuchsansitze wurden so durchgefiihrt, daB zu 
1 ml Milzextrakt 8 ml aqua dest. und fallweise 1 ml waBrige Histon- bzw. Pro- 
taminlésung verschiedener Konzentration zugesetzt wurden. Wegen Material- 

mangel konnte zuweilen die Proteolyse 
a nicht bei allen py-Werten gemessen 

fo 





werden, sondern muBte auf markante 
Punkte beschrankt bleiben. Abb. 2 gibt 
die Versuchsresultate wieder. 

In einem Versuch wurde, um iiber- 
sichtliche Verhaltnisse zu gewinnen, mit 
gereinigtem Ferment und Eieralbumin 
und Protamin als Substrat gearbeitet. 
Die Reinigung des Enzyms® ist mit gro- 
Ben Verlusten verbunden. Auch neuere 
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Abb. 2. Kathepsinwirkung auf Organ- 
eiweiB (Milz). O = ohne Zusatz, H = in 
0,1-proz. Histonlésung. a = in 0,25- 
bzw. 0,5-proz. Histon, P = in 0,2-proz. 


Abb. 3. Wirkung von gereinigtem Ka- 
thepsin auf Eieralbumin (O); und auf 
Eieralbumin in Protaminlésung. Eier- 
albumin 0,2%; Protamin 0,2% (P,) und 


Protaminsulfatlésung. 0,4% (Pe). 


Methoden" liefern keine giinstigere Ausbeute. Dementsprechend sind Zunahmen 
an nichtkoagulierbarem Stickstoff als Folge der Kathepsinverdauung gering. 
Abb. 3 zeigt aber doch deutlich den Einflu8 des Protamins auf die Lage des Spal- 
tungsoptimums, das sich jetzt bei pq 6,5 befindet gegeniiber friiher py 4. 


Besprechung der Ergebnisse 
Im Hinblick auf die Fragestellung, welche Bedingungen einer 
Wirkungsméglichkeit des Kathepsins in vivo entsprechen wiirden, ist 
nach den erhaltenen Versuchsresultaten der SchluB gerechtfertigt, dab 
man auch im Organismus mit der Kombination von zwei oder mehreren 
Proteinen rechnen kann, Verbindungen, die man nach Willstatter’ 


14K. Lang u. E. Wegener, Biochem. Z. 318, 462 [1948]. 
16 R. Willstatter, diese Z. 208, 258 [1932]. 
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als Symplexe bezeichnet. Die sachliche Grundlage zur Annahme der- 
artiger Verbindungen zwischen Proteinen geben die Untersuchungen 
von Viés!*, der darauf hingewiesen hat, daB in einer Lésung, die zwei 
Proteine von verschiedenem isoelektrischen Punkt enthalt, ein Protein- 
komplex aus den Proteinanionen des einen und den Proteinkationen 
des anderen EiweiBstoffes gebildet wird. Der isoelektrische Punkt dieses 
Symplexes liegt zwischen denen der beiden urspriinglichen Proteine. 
Auch in den hier mitgeteilten Versuchen entspricht das durch Zusatz 
von Histon oder Protamin erzielte Spaltungsoptimum im Neutral- 
bereich weder den isoelektrischen Punkten der Proteine des Organ- 
eiweiBes, noch dem der basischen Proteine. Vielmehr miissen wir an- 
nehmen, daB sich auch hier ein Symplex gebildet hat, dessen isoelek- 
trischer Punkt um py 7 zu suchen ist, was die Mita eno. zur An- 
greif barkeit durch das Kathepsin darstellt. Von Bradley‘ ist seinerzeit 
schon festgestellt worden, da8 durch Zusatz verschiedener Proteine zu 
einem Autolysat eine Anderung der Spaltungsvorgiinge zu erreichen ist. 

Auf Grund der Befunde von Vlés 1éBt sich auch verstehen, warum 
die Erhéhung der Konzentration der basischen Proteine das AusmaB 
der Spaltung in dem dem Neutralpunkt nahegelegenen Bereich steigert. 
Es kann sich bei einer gegebenen Menge sauren Proteins um so mehr 
von dem elektroneutralen ,,ZwischeneiweiBkérper“ bilden, je gréBer 
der Betrag des zugesetzten basischen Proteins ist. Dies geht aus. den 
Versuchen, bei denen basisches Protein in steigender Konzentration 
zugesetzt worden war, deutlich hervor. Man kann folgende Reaktions- 
weise zwischen sauren und basischen Proteinen annehmen, die mit den 
mitgeteilten Versuchsergebnissen iiber die Kathepsinwirkung in Ein- 
klang stehen wiirde. 

Im sauren py-Bereich, in dem der isoelektrische Punkt des Eier- 
albumins liegt, ist das Protamin stark dissoziiert, also auch weit von 
seinem elektroneutralen Zustand entfernt. Eine Reaktion zwischen 
diesen beiden EiweiBstoffen wiirde zu einem Komplex fiihren, der 
infolge seiner asymmetrischen Aufladung nicht isoelektrisch ist. Ab- 
gebaut kénnte in diesem py-Bereich nur isoelektrisches Ovalbumin 
werden, soweit es neben Protamin im Uberschu8 vorhanden ist. Damit 
lieBe sich auch erkliren, daB bei starker ErhGhung der Protamin- gegen- 
iiber der Albuminkonzentration keine Spaltung mehr beobachtet werden 
kann, da neben dem asymmetrisch aufgeladenen EiweiBkomplex nur mehr 
freies Protamin vorliegt, das in diesem py-Bereich nicht isoelektrisch ist. 

Entfernt man sich aus dem sauren pqy-Bereich zu héheren py- 
Werten hin, so wird die positive Ladung des Protamins schwacher und 
zugleich das Albumin einen vermehrt negativen Ladungszustand auf- 
weisen. In einem bestimmten py-Bereich wird sich beim Zusammentritt 
von Protamin und Eieralbumin ein isoelektrischer EiweiSkomplex 
bilden, der nun von Kathepsin angreifbar ist. 


16 F, Vlés, Arch. Physique biol. Chim.-Physique Corps organisés 4, 228 [1925]. 
Hoppe-Seylers Zeitschrift f. physiol. Chemie. 288 8 
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Bei weiterer Steigerung des py, entfernt sich das saure Protein 
immer mehr von seinem isoelektrischen Punkt, waihrend das basische 
diesen Zustand schlieBlich erreicht. Der sich méglicherweise bildende 
asymmetrisch aufgeladene Komplex kann von Kathepsin nicht ange- 
griffen werden, wohl aber das im Uberschu8 vorhandene Protamin. 

Schematisch lieBen sich diese Uberlegungen etwa folgendermaBen 
vereinfacht darstellen: 


neutral alkalisch 























































































































B = basischer, S = saurer EiweiB8korper. 


Die eben gebrachte Vorstellung will nicht mehr sein als eine Hypo- 
these, die sich aus den in dieser Arbeit vorliegenden Befunden ableiten 
la8t. Man kann hiernach den Schlu8 ziehen, daB die gleichzeitige An- 
wesenheit eines basischen und eines sauren Proteins durch Bildung 
eines Symplexes dem Kathepsin die Méglichkeit gibt, seine proteo- 
lytische Wirksamkeit im physiologischen py-Bereich zu_ entfalten. 
Damit scheinen aber auch die Bedingungen erfiillt zu sein, unter denen 
sich auf eine Funktion des Kathepsins im Eiwei8stoffwechsel der Gewebe 
wahrend des Lebens schlieBen 1aBt. 


Zusammenfassung 


Die Rolle, die das Kathepsin im EiweiSstoffwechsel der Gewebe 
spielen kénnte, wird im Hinblick auf die Verhaltnisse in der Gewebs- 
kultur erértert. 

Experimentell wird gezeigt, daB der EinfluB der Ionen innerhalb 
physiologischer Konzentration kein spezifischer ist, sondern lediglich 
von ihrer Gesamtkonzentration abhingt. Ein EinfluB auf den Spal- 
tungsbereich des Kathepsins besteht nicht. Ebenso vermégen Suspen- 
sionskolloide den Aktivitétsbereich nicht zu verandern. 

Die Bildung von Symplexen aus sauren und basischen Proteinen 
(Histon, Protamin) fiihrt zu einer Verlagerung des Wirkungsbereiches 
des Kathepsins in physiologische p,,-Gebiete. Die theoretischen Grund- 
lagen der Versuchsbeobachtungen werden diskutiert. 

Dem Vorstand des pathologisch-anatomischen Institutes der Universitat 
Graz, Herrn Prof. Dr. Th. Konschegg, danken wir fiir die Uberlassung von 
Untersuchungsmaterial. Der Hoffmann-La Roche A.-G. sind wir fiir die Bereit- 
stellung von Protamin zu Dank verpflichtet. 
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Uber die Beeinflussung der Kathepsinverdauung durch Heparin 
Von 
H. G. Klingenberg 


Aus dem Physiologischen Institut der Universitat Graz 
(Der Schriftleitung zugegangen am 4, Juni 1951) 


Friiher wurde gefunden, da8 das Optimum der Kathepsinwirkung, 
welches bei etwa py 4 gelegen ist, sich in den Neutralbereich verschieben 
la8t, wenn das Enzym auf einen Symplex aus einem sauren und einem 
basischen Protein einwirkt!. Dieser Symplex besitzt einen ihm eigenen 
isoelektrischen Punkt, der zwischen den isoelektrischen Punkten der 
beiden Proteine liegt, aus denen sich der Symplex zusammensetzt. Das 
Kathepsin, dessen spezifische Wirkung im Abbau isoelektrisch geladenen 
EiweiBes besteht, greift diesen Symplex an. Das Ausma8 der Proteolyse 
im Bereich physiologischer Wasserstoffionenkonzentrationen war, wie 
die vorhergehenden Versuche wahrscheinlich machten, davon abhiangig, 
wieviel von jedem der beiden Partner, die an der Symplexbildung be- 
teiligt waren, also saurem und basischem Protein, zur Verfiigung standen. 
Durch Veranderung der Menge des zugesetzten basischen Proteins z. B. 
Histon oder Protamin konnte die Spaltung im Neutralbereich ein jeweils 
verschiedenes AusmaB erreichen. Es ist nach diesen Befunden anzu- 
nehmen, da8, allgemein gesprochen, Prozesse, die die Bildung von Sym- 
plexen verhindern oder férdern kénnen, direkt die Kathepsinverdauung 
beeinflussen. 

Chargaff und Olson? versuchten vergeblich, die Heparinwirkung 
durch Zusatz von basischen Proteinen wie Protamin oder Salmin zu 
verlingern, da die blutgerinnungshemmende Wirkung des Heparins 
durch Protamin sofort aufgehoben wird. Diesen Effekt macht sich die 
Klinik bei Komplikationen, die bei Uberdosierung von Heparin auf- 
treten kénnen, zunutze*. Im Zusammenhang mit der Frage der Kathep- 
sinverdauung von Symplexen erschien nun die Untersuchung angezeigt, 
ob das Heparin im Stande ist, basische EiweiBarten derart zu beein- 
flussen, daB die Bildung von Symplexen gestért wird und somit die 
Kathepsinproteolyse im physiologischen py-Bereich beeintrachtigt 
wird. Dabei war auch auf die Méglichkeit einer Hemmung des Kathepsins 
selbst durch das Heparin Bedacht zu nehmen, da dem Heparin ferment- 
hemmende Eigenschaften zugesprochen werden‘. 


H. G. Klingenberg u. M. Walzel, diese Z. 288, 83 [1951]. 

E. Chargaff u. K. B. Olson, J. biol. Chemistry 122, 153 [1937]. 

J.E. Jorpes, Ergebn. inn. Med. 2, 6 [1951]. 

R. FeyBli, Schweiz. med. Wschr. 75, 696 [1945]; M. Roche e Silva u. 
S. O. Andrade, Science [New York] 102, 670 [1945]; Glazkou. J. H. Ferguson, 
Proc. Soc. exp. Biol. Med. 45, 43 [1940]. 
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Beschreibung der Versuche 


Die Versuche wurden mit Milzextrakt aus Kalbsmilz und menschlicher Milz 
durchgefiihrt. Extrahiert wurde wie in friiheren Versuchen nach der von Klein- 
mann und Stern® angegebenen Methode. Diese Extrakte enthalten auBer dem 
Kathepsin auch reichlich OrganeiweiBkérper. Die Wirkung des Kathepsins auf 
diese Proteine hat ihr Maximum bei py 4, wihrend ab pq 5,9 keine proteolytische 
Wirkung mehr festzustellen war. Durch Zusatz von Protaminsulfat entfaltete das 
Kathepsin bei py 6,2 volle Aktivitat, wie es von den friiheren Untersuchungen her 
bekannt war. Die fiir die Versuche bendtigte Protaminmenge wurde unmittelbar 
vorher in 0,9-proz. Kochsalzlésung gelést. Diese Lésungen, die, da das Protamin 
als Sulfat vorlag, stark sauer reagierten, wurden mit 0,1-n.Natronlauge auf py 6,2 
eingestellt. Zu der Lésung wurde dann Milzextrakt und gegebenenfalls Heparin 
zugesetzt. AnschlieBend wurde das py nochmals kontrolliert und wenn notwendig 
neuerlich auf den angegebenen Wert gebracht. Das Gesamtvolumen der Versuchs- 
ansatze betrug immer 20 ml. Es erwies sich als gleichgiiltig, ob der Protaminlésung 
zuerst das Heparin zugesetzt wurde, wobei es zum Auftreten einer milchigen 
Triibung kam, und dann erst der Milzextrakt oder ob in umgekehrter Reihenfolge 
verfahren wurde. Die Ansatze blieben iiber Nacht bei 37 C im Thermostaten. Der 
Stickstoffzuwachs im Trichloressigséurefiltrat als MaB fiir den Umfang der Pro- 
teolyse wurde im Mikro-Kjeldahl-Verfehren bestimmt. 

Tab. 1 zeigt zunachst den Ablauf der Proteolyse im Milzextrakt bei Ab- und 
Anwesenheit von Protamin.in Abhangigkeit vom py. 


Tab. 1. Proteolyse im Milzextrakt nach Stehenlassen iiber Nacht bei 37°. 





N-Zuwachs in mg®/, bei py 
5,0 | 6,0 | 6,5 | 





1 ml Milzextrakt 





Die Tab. 2 und 3 geben Versuche wieder, die den EinfluB des Heparins auf die 
Proteolyse zeigen. An Heparinpraparaten standen Vetren-Promonta, ein etwa 
10 Jahre altes Praparat, und Liquemin-Roche zur Verfiigung. Vetren ist in Hunde- 
Heparin-Einheiten (HHE) standardisiert, wahrend Liquemin nach provisorischen 
Tab. 2. EinfluB von Heparin (Vetren) auf die Proteolyse im Milzextrakt. py fiir 

alle Versuche: 6,0. In 20 ml Ansatz waren enthalten: 


Milz- | Pro- Witees 


extrakt| tamin LE. 
ml mg 


9 ),£ 1650 
10 j _ 
1] yf 3300 
12 ; — 
13* j 3300 
— 14 é _ 
3300 15* ; 3300 
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* Protamin-Vetren-Mischung hatte 1 bis 2 Stdn. gestanden; dann erst Zusatz 
von Milzextrakt. 


5 H. Kleinmann u. K. G. Stern, Biochem. Z. 222, 31 [1930]. . 
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internationalen Einheiten (I. E.) dosiert ist. 1 mg Heparin entspricht 130 I. E., 
was etwa 33 HHE gleichkommt. 1 ml Liquemin enthalt 5000 I. E. Dieselbe Ein- 


heitenzahl befindet sich in etwa 15 ml Vetren. 


Tab. 3. Einflu8 von Heparin (Liquemin) auf die Proteolyse von Milzextrakt. 
In 20 ml Ansatz waren enthalten: 





| Milz- Lique- Milz- | Pro- | Lique- 
extrakt min f extrakt |tamin | min 
ml I.E. / ml mg | LE. 


oe 10 |25 | 250 
1000 1,0 | 25 125 
Si 10 | 25 62 
1000 0,5 oe 
wa 0,5 aa 
1000 0,5 1000 
ibs: 0,5 pat 
1000 0,5 1000 
ae 0,5 ee 
1000 0,5 1000 
e1 = 0,5 ses 
25 | 2000 0,5 1000 
25 | 1000 0,5 oni 
25 | 500 0,5 1000 


* Protamin-Liquemin-Mischung hatte 2 Stdn. gestanden; dann erst Zusatz 
von Milzextrakt. 

Bei den Versuchen 18 bis 28 wurde ein Extrakt aus menschlicher Milz ver- 
wendet. 


AuBer diesen Versuchen mit Heparin wurden solche ausgefiihrt, bei denen 
dieser Stoff durch Eosin ersetzt worden war. Eosin soll mit Protamin und Histon 
Salze bilden*, und es schien daher geeignet, ebenfalls hindernd in die Symplex- 
bildung einzugreifen und somit die Proteolyse zu hemmen. Tab. 4 vermittelt die 
Versuchsergebnisse. Verwendet wurde eine 0,1-proz. Eosinlésung in 0,9-proz. 
Kochsalzlésung geidst. 


Tab. 4. Einflu8 von Eosin auf die Proteolyse von Milzextrakt. In 20 ml Ansatz 
waren vorhanden: 
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N-Zuwachs 
mg?/o 


6,2 1] 
6,2 
4,0 
6,2 
6,2 
4,0 


Bei der Herstellung der Versuchsansitze wurde die Beobachtung gemacht, 
daB eine Lésung, die Protamin und Heparin enthalt und anfanglich milchig-triib 
ist. sich nach 1—2 Stdn. etwas aufhellt, wobei sich ein an der Glaswand der Ge- 
faBe zih anhaftender Niederschlag bildet. Setzt man Milzextrakt erst nach diesem 
Zeitraum zu, dann ist das AusmaB der Proteolyse noch starker herabgesetzt, als 
es bei schnell aufeinanderfolgender Mischung der Fall ist. Dieses Phanomen driickt 
sich in den Versuchen 8 in Tab. 3, 13 und 15 der Tab. 2 und ebenso auch bei dem 


6 H. Steudel, zit. nach E. Ries, Grundri8 der Histophysiologie, Leipzig 1938. 


Milzextrakt j i 
PH 
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Eosinversuch Nr. 5 aus. Ein weiterer Nebenbefund war der, daB bei Mischung des 
Milzextraktes mit Heparin bei py 4,0 ein Niederschlag gebildet wurde, der alles 
EiweiB enthielt. Das Filtrat war eiweiBfrei. Mit zunehmender Steigerung des py, 
léste sich der Niederschlag und im Filtrat war Eiwei8 wieder nachweisbar. Dieser 
py-abhingige ProzeB war beliebig oft reversibel. 


Besprechung der Ergebnisse 

Die Versuchsergebnisse zeigen deutlich, daB die proteolytische 
Wirkung des Kathepsins durch Heparin, aber ebenso auch durch Eosin 
gehemmt bzw. sogar aufgehoben wird. Hieraus folgt zunachst, daB die 
Wirkung des Heparins nicht spezifisch ist. Die hemmende Wirkung auf 
die Proteolyse tritt offenbar immer dann ein, wenn das negativ geladene 
Heparin bzw. Epsin Gelegenheit hat, mit einem positiv geladenen Pro- 
tein zu reagieren. Dies trifft fiir die Versuche, die mit Milzextrakt und 
den Hemmstoffen bei py 4,0 durchgefiihrt wurden ebenso zu wie fiir die, 
die bei Anwesenheit des Protamins bei py 6,2 stattfanden. Der Reak- 
tionsmechanismus ist am wahrscheinlichsten so zu denken, daB die positiv 
geladenen Gruppen der Proteine — das sind bei pq 4,0 die der Organ- 
proteine selbst, bei py 6,2 die des Protamins — mit den sauren Gruppen 
des Heparins bzw. Eosins reagieren. Der Vollzug dieser Reaktion ist 
an der dabei auftretenden Niederschlagsbildung deutlich erkennbar. 
Durch die Verbindung, die das Substrat mit den Hemmstoffen eingeht, 
wird es derart verindert, daB es durch Kathepsin nicht mehr angegriffen 
werden kann. Bei den Versuchen, die in der Nihe des Neutralpunktes 
ausgefiihrt wurden, besteht die Verinderung darin, daB das basische 
Protein, welches am Aufbau des Symplexes beteiligt ist, durch das 
Heparin abgespalten wird. Der Rest stellt ein saures Protein dar, das 
bei diesem pg nicht mehr isoelektrisch, sondern negativ geladen ist und 
daher nicht mehr gespalten werden kann. 

Aus den Versuchen 19 bis 28 der Tab. 3 laBt sich eine Stiitze fiir 
diese Vorstellung gewinnen. In diesen Versuchen ist die Menge des 
Ferments, des sauren Proteins und des Heparins iiberall konstant; ver- 
andert ist nur die zum Aufbau eines Symplexes zur Verfiigung stehende 
Protaminmenge. Es zeigt sich, daB das Heparin keine hemmende Wir- 
kung auf die Proteolyse entfaltet, solange die Protaminmenge groB 
genug ist — in diesem Falle 50 mg —, um sowohl einerseits den Symplex 
aufzubauen und andererseits mit dem Heparin zu reagieren. Dies trifft 
auch fiir den Vers. 5 in Tab. 2 zu. Im Vers. 24 (Tab. 3) bei dem nur 
25 mg Protamin vorhanden sind, macht sich bereits eine hemmende 
Wirkung bemerkbar. Gegeniiber dem Kontrollversuch Nr. 23, der ohne 
Heparinzusatz vor sich ging, zeigt sich eine deutliche Verminderung der 
Proteolyse. Nach dem Ausfall der Reaktion kénnte man schlieBen, daB 
das Protamin teils mit den Organproteinen einen Symplex gebildet hat, 
teils vom Heparin gebunden worden ist. Bei noch weiterer Verminderung 
der Protaminmenge (Versuche 25 bis 28) zeigt sich auch bei den heparin- 
freien Kontrollen eine Verminderung der Spaltung, wihrend bei An- 
wesenheit von Heparin die Proteolyse iiberhaupt aufgehoben ist. 
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In gleicher Weise lassen sich die Ergebnisse deuten, die erhalten 
wurden, wenn die Heparinmenge variiert und die anderen Komponenten, 
also auch das Protamin, konstant gehalten wurden. Die Versuche | bis 5 
in Tab. 2 und 11 bis 16 in Tab. 3 zeigen dieses. Es geht aus ihnen hervor, 
daB erst ab einer gewissen Heparinmenge eine deutliche Hemmung der 
Proteolyse zu beobachten ist. Es scheint daher der SchluB erlaubt, daB 
nur das Verhialtnis Heparin zu Protamin maBgeblich ist. Der Vergleich 
der Versuche 12 bis 17 mit den Versuchen 19 bis 28 (Tab. 3) zeigt nam- 
lich, daB die hemmende Wirkung des Heparins dann feststellbar wird, 
wenn 25mg Protamin mit 1000 I. E. Heparin zusammentreffen. Be- 
tragt die Heparinmenge nur 500 I. E. oder die Protaminmenge 50 mg, 
dann ist keine Hemmung der Proteolyse mehr zu erkennen. Zwischen 
Milzextrakt und Heparin ist eine ahnliche Beziehung nicht mit gleicher 
Deutlichkeit festzustellen. Trotzdem muB an die Moéglichkeit gedacht 
werden, da8 das Heparin auch direkt auf das Ferment eine hemmende 
Wirkung ausiiben kann; unter Umstinden sogar nach einem ahnlichen 
Mechanismus, indem es mit dem Ferment eine Verbindung eingeht. Es 
ist mit anderen Worten bei der Hemmung der Proteolyse nicht mit 
Sicherheit zu unterscheiden, ob sie auf einer Enzymhemmung oder auf 
einer Substratveraénderung beruht. Die letztgenannte Vorstellung er- 
scheint aber nach den gewonnenen Resultaten wahrscheinlicher. Dafiir 
spricht auch die Hemmung durch Eosin, von dem eine Kathepsin- 
hemmung nicht bekannt ist, wohl aber seine dem Heparin gleiche Fahig- 
keit mit basischen Proteinen zu reagieren. 

Inwieweit der Hemmung der Proteolyse von Symplexen der be- 
schriebenen Art durch Heparin oder ahnliche Stoffe eine biologische 
Bedeutung zukommt, kann derzeit nicht abgeschitzt werden. Wenn 
man von der Rolle des Heparins bei der Verhinderung der Blutgerinnung 
absieht, so ist mit dem Auftreten von Heparin und in ihrer Reaktions- 
weise gegeniiber basischen Proteinen ahnlichen Stoffen innerhalb der 
Zelle zu rechnen. Der Gehalt des Korpers an Heparin, das in den Ehr- 
lichschen Mastzellen gebildet wird’, die man dieser Funktion zufolge 
auch als Heparinocyten® bezeichnet, ist auffallend hoch. Es enthialt 
z. B. ein 10 kg schwerer Hund etwa 10000 Einheiten Heparin, eine 
Menge, die ausreichen wiirde, um 10/7 Blut ungerinnbar zu machen’. 
Der Heparingehalt der einzelnen Organe scheint ihrem Gehalt an 
Mastzellen parallel zu gehen. Ein besonders hoher Heparingehalt 
konnte in Mastzellentumoren, wie sie als maligne Geschwiilste bei Al- 
teren Hunden gelegentlich vorkommen, festgestellt werden. Aus der- 
artigen Tumoren sind bis zu 492000 I. E. Heparin pro kg Tumor iso- 
liert worden?®, 


7 E. J. Jorpes, Ann. int. Med. 27, 361 [1947]. 

8 R. Ehrstrém, zit. nach 7. 

* C. Brest, zit. nach F. Haurowitz, Fortschritte der Biochemie 1938—1947, 
Basel 1948. 

1 J. Oliver, F. Bloom u. C. Mangieri, J. exp. Med. 86, 107 [1947]. 
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Hinsichtlich der Fahigkeit, mit basischem EiweiB im Neutralbereich 
zu reagieren, ist das Heparin nur eine von einer gréBeren Zahl biologisch 
wichtiger Substanzen wie z. B. Hyaluronsiure, Chondroitin- und Mu- 
coitinschwefelsiure usw.!1. Nach Meyer™ sind die sauren Mucopoly- 
saccharide in vivo salzartig an Proteine gebunden. SchlieBlich ist auch 
an eine Beeinflussung der katheptischen Proteolyse durch Nuclein- 
siuren zu denken, die bekanntlich mit basischen Proteinen Bindungen 
eingehen. 

Man darf also damit rechnen, daB in vivo Verhiltnisse auftreten, 
die mit den hier wiedergegebenen Versuchsbedingungen gewisse Ahn- 
lichkeit aufweisen kénnen. Der Befund, da durch Heparin das Wachs- 
tum einer Gewebskultur unterbunden wird und Kathepsin in der gleichen 
Kultur als einziges proteolytisches Ferment gefunden wurde!*, sowie 
die Fahigkeit des Heparins, die Mitose zu hemmen"*, mégen ein Hinweis 
in dieser Richtung sein. 


Zusammenfassung 


Die Hemmung der katheptischen Proteolyse von Symplexen im 
Neutralbereich durch Heparin wird experimentell bewiesen und auf die 
Art des Hemmvorganges niher eingegangen. Die hemmende Wirkung 
des Heparins wird in erster Linie auf eine Beeinflussung des Substrates 
zuriickgefiihrt. Die Heparinwirkung ist nicht spezifisch; sie kann auch 


durch Eosin erreicht werden. Auf die mégliche biologische Bedeutung 
der beobachteten Prozesse wird hingewiesen. 


Der Firma Hoffmann-La Roche, Basel, sei fiir die Uberlassung von Liquemin 
und Protamin freundlichst gedankt. 


ll A. Pirie, Biochem. J. 40, XI [1946]. 

12 K. Meyer, Cold Spring Harb. Symp. Quant. Biol. 6, 91 [1938]. 

13 A, Fischer, Ergebn. Physiol. 35, 82 [1933]. 

“4 L.V. Heilbrunn u. W. L. Wilson, Proc. Soc. exp. Biol. Med. 70, 179 
[1949]. 
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Ein einfaches zuverladssiges Gerat fiir aufsteigende und 
absteigende Papierchromatographie 


Von 
Heinrich Hellmann 


Aus dem Max-Planck-Institut fiir Biochemie und dem Physiologisch-Chemischen Institut 
der Universitat Tibingen 


(Der Schriftleitung zugegangen am 15. Mai 1951) 


Das papierchromatographische Verfahren! liefert nur dann be- 
friedigende Ergebnisse, wenn die Entwicklungskammer vollstandig 
abgedichtet werden kann und zum Eintauchen des Papiers in das 
Lésungsmittel nach Gleichgewichtseinstellung zwischen Lésungsmittel, 
Innenatmosphare und Papier nicht noch einmal gedffnet zu werden 
braucht. Dies gilt vor allem fiir die papierchromatographischen Prozesse, 
bei denen — wie neuerdings mehrfach vorgeschlagen — tiefsiedende 
Lésungsmittel oder Zusatzsubstanzen zur Aufrechterhaltung eines 
bestimmten atmospharischen Milieus verwendet werden. An die ideale: 
Entwicklungskammer werden dariiber hinaus eine Reihe von Anforde- 
rungen gestellt: sie soll sich sowohl fiir ein- und zweidimensionale wie 
auch fiir auf- und absteigende Papierchromatographie eignen, sie soll 
aus durchsichtigem Material gefertigt, leicht transportabel, einfach zu 
reinigen sein und darf von Lésungsmitteln oder Zusatzsubstanzen nicht. 
angegriffen werden; sie soll méglichst in einen Thermostaten gestellt. 
werden kénnen und nicht zu kostspielig sein. Die bisher verwendeten 
zuverlassigen, kastenformigen Gerate haben ein betrichtliches Gewicht, 
lassen sich oft schlecht reinigen, kénnen nicht in die iiblichen Thermo- 
staten gestellt werden und sind sehr kostspielig; die billigen Behelfs- 
apparaturen, wie mit Glasplatten bedeckte Aquarien oder mit Cellophan 
verschlossene Standzylinder oder Filtrierstutzen, sind in vielen Fallen 
unzuverlassig. 

In unseren Laboratorien hat sich eine Anordnung bewahrt?, die 
allen Anforderungen weitgehend gerecht wird. Die Kammer besteht 
aus einer Kombination von einem zylindrischen Praparatenglas mit 
einem durchlochten Exsikkatordeckel (Abb. la). Das Praparatenglas 
hat eine Héhe von 50cm und einen Durchmesser von 25 cm und ist 
mit einem geschliffenen Glasrand versehen; solche Glaszylinder finden 
zur Aufbewahrung von biologischen Praparaten vielfach Verwendung. 
Geeignete Priparatengliser mit passenden gelochten Exsikkatordeckeln 
kénnen z. B. von der Firma Normschliff, Glasgeriite GmbH., Wertheim 
a. M., bezogen werden. 

Auf den Boden des Zylinders wird bei Verwendung zweiphasiger 
Lésungsmittelsysteme eine Petrischale mit der waBrigen Phase gestellt. 

1 R. Consdon, A.H. Gordonu.A.J.P.Martin, Biochem. J. 38, 224 [1946]. 
Zusammenfassung H. Hellmann, Z. ges. inn. Med. (im Druck). 

2 Vgl. H. Hellmann, diese Z. 287, 205 [1951]. 
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Dariiber steht eine mit FiiBen versehene Porzellanplatte, wie sie fir 
Exsikkatoren verwendet wird. Sie dient bei aufsteigender Chromato- 
graphie als Tisch fiir die Schale mit dem Lésungsmittel, bei der ab- 
steigenden als Unterlage fiir das den Trog tragende Stativ. Der Zylinder 
wird mit einem eingefetteten, tubulierten Exsikkatordeckel mit durch- 
lochtem Gummistopfen verschlossen, durch dessen Bohrung mit Glycerin 
bestrichene Glasstabe mit geeigneten Aufhangevorrichtungen fir Filtrier- 
papier gesteckt werden. Diese Anordnung erméglicht die Gleichgewichts- 


Abb. la. Glaserne Entwicklungskammer, 
Kombination eines zylindrischen Praparaten- 
glases von 50 cm Héhe und 25 cm Durch- 
messer mit passendem Exsikkatordeckel. Der 
durch den im Deckel sitzenden Gummi- 
stopfen fiihrende Glasstab, der am unteren 
Ende mit geeigneten Aufhangevorrichtungen 
fiir das Papier (vgl. Abb. 2, 3 und 4) ver- 
sehen ist, kann leicht auf und ab bewegt 
werden; dadurch laBt sich ein Offnen der 
Kammer nachGleichgewichtseinstellung zum 
Eintauchen des Papiers in das Lésungsmittel 
vermeiden. Die Kammer ist in la fiir auf- 
steigende Chromatographie hergerichtet. 


Abb. 1b. Stativ fiir den Glastrog T aus 

glisernen Instrumentenschalen und Auf- 

hangevorrichtung fiir absteigende Chromato- 
graphie (vgl. Abb. 4). 


einstellung zwischen Lésungsmittelsystem, Atmosphare und Papier vor 
Beginn der Chromatographie und das nachherige Eintauchen des Papiers 
in das Lésungsmittel durch Senken des Glasstabes ohne nochmaliges 
Offnen der Kammer. 

Als Aufhangevorrichtung in der aufsteigenden Technik eignen sich 
fiir eindimensionale Chromatographie mit Hakchen versehene Quer- 
stibe (Abb.2), fiir zweidimensionale ein Glaskreuz, das den zum Zy- 
linder geformten Bogen trigt (Abb. 3). Der obere Rand des Papiers 
wird hierfiir (mit Hilfe eines Biirolochers) gelocht. Der durch ent- 
sprechend gebogene Aluminiumklammern in Form gehaltene Papier- 
zylinder 1a4Bt sich leicht durch Zusammendriicken am Glaskreuz auf- 
hangen. Um bei eindimensionaler Arbeitsweise méglichst lange Papier- 
streifen verwenden zu kénnen, bedient man sich eines Glasrostes (wie 
in Abb. 4), iiber dessen Sparren der Streifen halftig gelegt wird, so 
daB das Lésungsmittel im ersten Schenkel auf- und im zweiten ab- 
steigt. 
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Abb. 2. Abb. 3. 
Abb. 2. Glasgeriist mit Hakchen als Aufhangevorrichtung fiir das Papier bei auf- 
steigender Chromatographie (vgl. Abb. 1a). 
Abb. 3. Glaskreuz als Aufhangevorrichtung fiir den zum Zylinder geformten 
Papierbogen fiir aufsteigende zweidimensionale Chromatographie. Der Zylinder 
wird durch Klammern aus Aluminiumdraht in Form gehalten. 








j 
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i 
; 
; 
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Abb. 4. Glasrost als Trager fiir das Papier bei ein- 
dimensionaler absteigender Chromatographie (vgl. 
Abb. 1b). Der kurze Schenkel des Papierstreifens ist 
am Ende um 2cm doppelt gelegt und mit einem 
durchgesteckten Glasstab beschwert. In 4A ist 
der lange Papierschenkel spitz zugeschnitten, damit 
Loésungsmittel, die niedrige Rr-Werte liefern, iiber 
das Papier hinauswandern und abtropfen kénnen. 
In 4B ist am Ende des Streifens ein Saugpolster 
befestigt, das solche Lésungsmittel aufsaugt. 
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Diese Glasroste verwenden wir auch fiir die absteigende eindimen- 
sionale Chromatographie. Der Papierstreifen wird am oberen Ende um 
2 cm doppelt gefaltet und dann (mit einer Knopflochschere) mit einigen 
Langsschnitten versehen, durch die wechselseitig ein Glasstab gesteckt 
wird. Der Glasstab (Abb. 4) dient im kurzen Papierschenkel als Gegen- 
gewicht fiir den lang iiber der Sparren herabhingenden Streifen. Als 
schmaler Trog ist eine gliserne Instrumentenschale, 12 x 6 cm, geeignet. 
Sie ruht auf einigen hochkant iibereinandergestellten gréBeren In- 
strumentenschalen (Abb. 2b). Nach Gleichgewichtseinstellung wird der 
Glasstab so tief gesenkt, daB das doppelt gefaltete Papierstiick mit dem 
Querstab ganz in das Lésungsmittel eintaucht. 

Eine zweidimensionale absteigende Chromatographie kann in dieser 
zylindrischen Kammer nicht durchgefiihrt werden; wir empfinden das 
nicht als Nachteil, da nach unseren Erfahrungen die aufsteigende Technik 
stérungsfreiere Chromatogramme ergibt. 


Zur Kenntnis der Kephalinfraktion des Gehirns 


Von 
E. Klenk und P. Béhm 
Aus dem Physiologisch-chemischen Institut der Universitat K6lIn 


(Der Schriftleitung zugegangen am 28. Mai 1951) 


Nach der Auffindung des Serins! als stickstoffhaltige Komponente 
der Glycerinphosphatide des Gehirns ist es Folch® gelungen, die Ke- 
phalinfraktion in zwei Anteile zu zerlegen, von welcher der eine die 
Gesamtmenge des Stickstoffs als Colamin-N, der andere als Serin-N 
enthielt. Er faBt die eine der beiden Substanzen als Colaminester von 
Diglyceridphosphorséuren, die andere als Serinester von Oleyl-stearyl- 
glyceridphosphorsaure auf. Gleichzeitig hat er aus der Kephalinfraktion 
noch ein inosithaltiges Phosphatid in kleineren Mengen abgetrennt. 
Nach Folch® besteht die Kephalinfraktion des Gehirns aus diesen drei 
verschiedenartigen Phosphatiden. 

Da nach unseren Erfahrungen die Kephalinfraktion des Gehirns 
Acetalphosphatide in besonders reichlichen Mengen enthalt und Folch 
keinerlei Angaben dariiber macht, haben wir die nach seiner Methode 


1 J. Folch u. H. A. Schneider, J. biol. Chemistry 137, 51 [1941]; J. Folch, 
J. biol. Chemistry 139, 973 [1941]; E. Chargaff u. M. Ziff, J. biol. Chemistry 
140, 927 [1941]; K. Schuwirth, diese Z. 270, 1 [1941]; 277, 88 [1942]. 

2 J. Folch, J. biol. Chemistry 146, 35 [1942]; 174, 439 [1948]. 

3 J. Folch, J. biol. Chemistry 177, 497 [1949]. 
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dargestellten Kephalinfraktionen auf ihren Acetalphosphatidgehalt 
untersucht. Es stellte sich dabei heraus, daB sich der Hauptteil der 
Acetalphosphatide in der Colaminkephalinfraktion befindet. Die bei 
der Spaltung mit methanolischer Salzsiure in einer Ausbeute von 
durchschnittlich 67% anfallenden Fettsiuremethylester enthielten 
30% Dimethylacetale, so daB sich annahernd das Verhaltnis von Fett- 
siuren : Aldehyden = 2:1 und damit ein molares Verhaltnis von Ester- 
phosphatid : Acetalphosphatid = 1:1 ergibt. Nach unseren Befunden 
erscheint die Frage nach der Existenz von Kephalinen, die auf Grund 
ihrer chemischen Konstitution als Colaminester von Diglyceridphosphor- 
siuren anzusprechen sind, noch einer weiteren Untersuchung zu be- 
diirfen. Jedenfalls aber ist die Isolierung von Phosphatiden dieser Zu- 
sammensetzung, soweit ersichtlich, bis jetzt noch nicht gegliickt. 

Was die von uns erhaltene Serinkephalinfraktion betrifft, so war 
in ihr der Acetalphosphatidgehalt wesentlich geringer (Fettsiure/ 
Aldehydverhialtnis etwa 20:1). Es kann kein Zweifel bestehen, daB hier 
der Hauptsache nach das Folchsche Phosphatidyl-serin* (d. h. Serin- 
ester von Diglyceridphosphorsdéuren) vorgelegen hat. Unser Praparat 
enthielt bei einem Acetalphosphatidgehalt von etwa 10°, 97,8% des 
Gesamtstickstoffs in Form von Aminoséure(Serin)-N. Es scheint damit 
zum mindesten sehr wahrscheinlich, daB im Gehirn neben colamin- 
haltigen, auch serinhaltige Acetalphosphatide vorkommen, die letzten 
allerdings in wesentlich geringeren Mengen als die ersten. In der inosit- 
haltigen Phosphatidfraktion waren Acetalphosphatide auch nur in ge- 
ringen Mengen vorhanden. 

Obgleich die von uns nach der Folchschen Methode dargestellten 
Kephalinfraktionen sich als Gemische von Acetal- und Esterphospha- 
tiden herausgestellt haben, schien es doch von einigem Interesse, die in 
ihnen vorhandenen Fettséuren noch genauer kennen zu lernen. Das 
Untersuchungsergebnis zeigt Tab. 1. 


Tab. 1. Zusammensetzung des Fettsiuregemisches der Kephalinfraktion in °% der 
Gesamtfettsauren. 





Gesattigte Fettsauren Ungesattigte Fettsiuren 
Cie | Crs | Coo Cie | Coo | Cr 


Serinkephalin .| 3,2(?)} 32,7 — 51,6 7,1 5,4 
Colamin- 
kephalin. . .| 9,7 9,7 1.5 34,7 | 15,1 | 24,4 





























* Es liegt kein Grund vor, den alten, im Schrifttum allgemein gebrauchlichen, 
Namen Kephalin fallen zu lassen und eine neue Nomenklatur einzufiihren. Seit 
nahezu einem halben Jahrhundert wird das Kephalin als ein.dem Lecithin analog 
gebautes Glycerinphosphatid aufgefaBt, das sich von diesem vor allem dadurch 
unterscheidet, da der Stickstoff vollstandig als NH,-N vorliegt. Demnach ist 
auch das Folchsche Phosphatidyl-serin als ein Kephalin anzusprechen. Wir 
schlagen vor, es als Serinkephalin zu bezeichnen und fiir die Colaminester der 
Diglyceridphosphorsiuren den Namen Colaminkephalin zu gebrauchen. 
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Folch hat im Serinkephalin als einzige Fettsiuren Stearin- und 
Olsiure angetroffen. Wir fanden auBer den C,,-Saéuren noch kleinere 
Mengen ungesattigter (darunter hochungesittigter) C,)- und C,,-Sauren. 
Die Colaminkephalinfraktion zeigt eine davon stark abweichende Zu- 
sammensetzung. Hier sind die fiir die Glycerinphosphatide so charak- 
teristischen hochungesattigten C,)- und C,,-Saiuren ungewohnlich an- 
gereichert. Die daneben noch angetroffenen ungesittigten C,,-, C,,- 
und C,,-Sauren bestehen dagegen vorwiegend aus Monoensauren (Pal- 
mitoleinsiure, Olsiure und Nervonsaure). Der auffallend groBe Unter- 
schied in der quantitativen Zusammensetzung des Fettsiuregemischs 
der beiden Kephalinfraktionen diirfte sich, wenigstens teilweise, da- 
durch erklaéren, daB bei ihrer Darstellung einerseits die stark ungesit- 
tigten und daher leichter léslichen Serinkephaline und andererseits die 
schwacher ungesattigten und daher schwerer léslichen Colaminkephaline 
als Zwischenfraktionen abgetrennt wurden. 


Die Colaminkephalinfraktion 


Die von Hauten befreiten, durch einen Fleischwolf getriebenen und 
mit Aceton éentwasserten Gehirne wurden in der hier iiblichen Weise 
mit kaltem Acetén und anschlieBend mit kaltem Ather in einem groBen 
Soxhletapparat erschépfend extrahiert. Die aus dem stark eingeengten 


Atherextrakt durch Fallung mit Aceton gewonnenen Glycerinphospha- 
tide léste man zur Entfernung des Protagons in der 4-fachen Menge 
Ather, lieB iiber Nacht im Kihlschrank stehen, zentrifugierte den Nieder- 
schlag (Protagon) ab, engte die atherische Lésung ein und fallte wieder 
mit Aceton. Nachdem auf dieselbe Weise noch einmal etwas Protagon 
abgetrennt wurde, wobei man jedoch zum Lésen nur die 1/,-fache Menge 
Ather verwendete, verdiinnte man die zentrifugierte atherische Lésung 
mit dem gleichen Volumen Ather und fillte das Kephalin mit viel 
Athanol (21/,-faches Volumen der atherischen Lésung), das man unter 
stindigem Riihren langsam zugab. Nach einigem Stehenlassen goB man 
die tiberstehende klare Lésung ab, behandelte die Fallung nochmals mit 
Aceton und trocknete die Substanz im Exsiccator. 

Das so erhaltene, etwas gelb gefiirbte Rohkephalin wurde genau 
in der von Folch angegebenen Weise fraktioniert. Jedoch wurde auf 
die Dialyse der einzelnen Praparate verzichtet, da sich in einern Vor- 
versuch zeigte, daB sich dadurch an dem Ergebnis nichts anderte. Aus 
30 g Rohkephalin erhielten wir 8,4 g der Colaminkephalinfraktion. 

5,080 (5,476) mg: E = 0,552 (0,593); d = 25 mm; F = 0,0726; entspr. 0,1601 
(0,1721) mg P (nach Teorell5). — 2,410 (5,089) mg: 0,21 (0,48) cem n/100-HCi 
(Mikrokjeldahl). 

Gef.: P 3,15 (3,14); N 1,22 (1,32)%. 

1 cem einer waBrigen Emulsion der Substanz, die pro ccm 0,151 (0,155) mg 

Gesamt-N enthielt, gab nach van Slyke 0,2464 (0,2645) ccm N, (0°, 760 mm Hg), 


5 T. Teorell, Biochem. Z. 230, 1 [1931]. 
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entspr. 0,154 (0,165) mg NH,-N. — 1 bzw. 2 ccm derselben Emulsion verbrauchten 
nach Moubasher und Sina® 0,000 (0,035) com n/20-Ba(OH), entspr. 0 bzw. 
0,006 mg Aminosaure-N. 
Gef.: NH,-N 101 (108)% des Gesamt-N, 
Aminosaure-N 0 (4,0) des Gesamt-N. 


Auch bei spateren Darstellungen gelang es ohne Schwierigkeiten, 
nach dem Folchschen Verfahren mit etwa gleich bleibender Ausbeute 
praktisch serinfreie Kephalinpraparate zu erhalten, wie Tab. 2 zeigt. 


Tab. 2. 
ERE 








Menge Ausgangs- 
material (Rohkepha- 
lin) in g 50 

Menge der Colamin- 
kephalinfraktion in g 

Aminoséure-N in °% 
des Gesamt-N.. . 2,1 3,8 3,7 0,9 4,8 

Der nach Waelsch’ bestimmte Plasmalgehalt der Praparate 
schwankte zwischen 10 und 20% (berechnet als Dimethylacetal*). Der 
entsprechende Wert eines durch Dialyse gereinigten Produkts betrug 

14,5%. 

Die Spaltung des Phosphatids erfolgte mit der 15-fachen Menge 
2-proz. wasserfreier methanolischer Salzsiure durch 11/,-stdg. Kochen 
unter RiickfluB (Kiihler mit Calciumchloridrohr verschlossen). Die Fett- 
siuremethylester und Dimethylacetale wurden mit Petrolaither aus- 
geschiittelt, die petrolitherische Lésung nacheinander mit 20-proz. 
Sodalésung, Wasser, Sodalésung ausgewaschen und mit Natriumsulfat 
getrocknet. Das nach Abdestillieren des Lésungsmittels verbleibende 
und bei 0,1 mm Hg destillierte Ester-Acetalgemisch wurde anschlieBend 
mit der 30-fachen Menge n/2-methanolischer Natronlauge durch 1-stdg. 
Kochen unter RiickfluB verseift. Die nach dem Abkiihlen auf Zimmer- 
temperatur ausgefallenen Seifen wurden abgesaugt und mit Petrolaéther 
ausgewaschen. Aus dem Filtrat schiittelte man die Dimethylacetale mit 
Petrolither aus und entfernte aus den vereinigten petrolitherischen 
Lésungen die letzten Reste von Seifen durch wiederholtes Ausschiitteln 
mit waBrigem Methanol. 

Die Fettsiuren wurden aus dem Niederschlag wie auch aus den ein- 
geengten alkoholischen Lésungen durch Zerlegen der Seifen mit Mineral- 
siure und Ausschiitteln mit Ather gewonnen. 


* D.h. Plasmalgehalt von reinen Dimethylacetalen aus Gehirnphosphatiden 


als 100° festgesetzt. 
®° R. Moubasher u. A. Sina, J. biol. Chemistry 180, 681 [1949]. 


messy” Ehrlich, H. E. Taylor u. H. Waelsch, J. biol. Chemistry 173, 547 
1948]. 


32,5 | 50 50 50 50 


16,7 | 12 15,2 | 13,5 | 18,2 | 17,8 6,0 


























4,9 2,9 
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Das Ergebnis der in vier Ansatzen durchgefiihrten Spaltung ist in 
Tab. 3 zusammengestellt. 














Tab. 3. 
Colasni Ester-acetalgemisch 
amin- . 
kephalin- Destillat Pre AD Degrees oe 
fraktion | Rohprodukt 
Plasmagehalt 
g g g % g g 
1. 6,37 3,95 3,59 
2. 16,7 11,0 9,83 |29,4 (29,9)** . 
3. 27,2 18,0 16,0 |31,2 (30,9)¢ |¢ 4%! 17,4 
4. 57,5 40,9 37,0 = 

















** Verdiinnung 1:5000; d = 10 mm; E = 0,168 (0,171). 
t E = 0,178 (0,174). 


Die so gewonnenen Dimethylacetale waren farblose, leicht beweg- 
liche Flissigkeiten, deren Plasmalgehalt mit dem einer aus Gehirn- 
phosphatiden gewonnenen reinen Substanz iibereinstimmte. 


Die Fettsiuren. Sie wurden zunichst nach Brown und Mitarbb.® durch 
fraktionierte Kristallisation aus einer 7,5-proz. Acetonlésung bei Temperaturen 
von —20 bis —50° in die 3 Fraktionen der gesattigten, schwach ungesattigten 
und hochungesattigten Fettsiuren zerlegt, wobei man die gesattigten Sauren noch 
einmal bei —10° umkristallisierte und den in Lésung verbliebenen Anteil den 
schwach ungesattigten Fettsiuren hinzufiigte. Fraktion der gesattigten Sauren: 
9,8 g; Schmp. 59°; Jodz. 13,2; Aquiv. -Gew. 282,2. — Fraktion der schwach un- 
gesattigten Siuren 16,4 g (fliissig) ; Jodz. 97,3. — Fraktion der hochungesattigten 
Sauren: 13,9 g (fliissig) ; Jodz. 265,6. 

Die Methylester von jeder dieser 3 Fraktionen wurden nun fiir sich getrennt, 
teils in der Apparatur von Schuwirth® (Fraktion der gesattigten Sauren), teils 


Tab. 4. Ubersicht iiber die Fraktionierung der ,,Gesattigten Fettséuren“. 

















Methylester Freie Fettsiuren BS 
Fr i Aus Aceton umkrist. F S E 
7 . y.- a bs 
g |Schmp.| Jodz. || Schmp + 9 Aquiv.- an s 
OW Schmp. oe a 
ew. << 
1} 0,921 | 26,0° |} 3,5 55,0° |263,8 262,5) 58,5° |271,6 C,.H,,0. 
2| 0,901 | 28,09} 4,5 55,5° |259,8 262,6) 56,5° |266,7 263,0]) 62,8° 256,3 
3| 0,979 | 27,0° | 4,1 55,0° |263,0 267,0}  56,0° |264,1 263,0 
4/| 0,966 | 27,0°} 4,6 54,5° |267,5 268,6; 56,5° |266,9 263,7 
5| 0,886 | 34,0°] 9,3 62,5° |276,7 276,2} 65,5° |277,6 280,2 
6| 0,998 | 34,5° | 8,8 64,0° |277,9 279,5|  67,0° |274,5 279,3]/ C,,H,,0, 
7} 0,878 | 36,5° | 11,2 66,0° |278,1 278,0)  67,5° |280,6 279,9]) 69,6° 284.3 
8] 0,910 | 36,5° | 13,3 66,0° |285,8 284,8)  68,2° |286,1 285,3 
9| 0,956 | 33,0° | 22,1 |/60,5—61° |302,5 299,4/  66,0° |292,3 292,5]) C.,H,4,0, 
10| 1,065 | 30,0° | 52,3 || 55—57° |356,9 359,5|76,5—77.59| — — 84,2° 368,4 






































Stoneburner u. J. B. Brown, J. Amer. chem. Soc. 


8 J.S. Frankel, W. 
65, 259 [1943]. 
® K. Schuwirth, diese Z. 277, 147 [1943]. 
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in einer modifizierten Form dieses Apparates* (Fraktion der schwach- und der 
hochungesaéttigten Saéuren) bei einem Druck von etwa-10-* mm Hg fraktioniert 
destilliert und die Fraktionen in der iiblichen Weise?° durchanalysiert. 
Gesattigte Sauren. Wenn auch aus uns unbekannten Griinden im vor- 
liegenden Fall eine scharfe Trennung nicht erzielt wurde, so bestand doch offen- 
sichtlich der Hauptteil aus Palmitin- und Stearinsiure. Die Anwesenheit von 
Cy9- und C,.-Sauren ist méglich, aber nicht gesichert. Frakt. 10 bestand im wesent- 
lichen aus einer ungesattigten Saure, deren Hydrierungsprodukt nach dem Um- 
kristallisieren aus Aceton nach Mischschmelzpunkt und Aquivalentgewicht mit 
Lignocerinséure identisch war. Schmp. 80—82°. Aquiv.-Gew. 368,2 (368,2). 
Mischschmelzpunkt mit Behenséure 73—'75°, also starke Depression. Als un- 
gesaittigte Saure diirfte hier demnach Nervonsaéure vorgelegen haben (Tab. 4). 


Tab. 5. Menge der Methylester in g. 






























































Ge- un- 
P 1S bod be hw f-O! bi7 bce |-o.) 10 samt-] ges. | pes. 
C1 |0,677|0,729]0,655|0,529|0,232|0,182|0,183 3,187|3,187 
Cg (0,244/0,17210,324)0,437|0,654]0,816]0,695|0,910|0,367 4,619|3,894|0,717+ 
Cus 0,589 0,589]0,589 
C2, 0,369]|0,369/0,369 
Ce 0,696||0,696 0,696 


+ Olsiure (aus Jodzahl der Frakt.8 berechnet). 


Fraktion der schwach ungesattigten Saéuren. Von den insgesamt 
17,2 g Methylestern wurden nur 16,0g der fraktionierten Destillation unter- 


worfen (Tab. 6). 
Tab. 6. Ubersicht iiber die Fraktionierung der ,,Schwach ungesattigten Sauren“, 












































Hydrierte Sauren 
Methylester 
Fr. Aus Aceton umkrist. 
g Jodz. Schmp. | Aquiv.-Gew. | Schmp. | Aquiv.-Gew. 
1 1,015 55,9 56,0° 267,6 266,7 60,0° 272,8 270,5 
2 1,558 76,0 66,5° 276,8 277,9 69,0° 281,9 278,8 
3 1,854 84,9 68,5° 281,7  285,1 70,0° 281,6 283,6 
q 1,854 92,5 
5 1,803 88,0 
6 1,455 95,5 69,0° 281,4 284,0 69,0° 284,5 285,1 
7 1,320 89,2 69,5° 285,6 282,4 69,5° 286,2 284,7 
8 1,301 96,9 63,5° 291,1 294,4 64,0° 288,1 287,2 
9 1,692 135,4 69—70° | 309,0 311,5 71,5° 310,9 313,1 
10 1,783 146,4 67,5° 338,6 335,5 70,0° 333,5 335,5 





C,,-Saéuren waren in nennenswerten Mengen nur in Frakt. 1 enthalten. Es 
dirfte sich um Palmitin- und eine Hexadecensiure (siehe dazu Schuwirth’® 
gehandelt haben. Olsiure war die einzige ungesattigte C,, Saure (Frakt. 2—7). 
Die in den Fraktionen 9 und 10 vorhandenen ungesattigten C.9- und C,..-Saéuren 
wurden nicht naher untersucht. 

* Mit Drahtnetzsatteln gefiillte Fraktionierkolonne von 50cm Lange. Uber 
der Kolonne RiickfluBkihler mit darunter befindlichem Auffangtrichter zur Ab- 
nahme des Destillates. Regulierung der Destillationsgeschwindigkeit durch einen 
in das AbfluBrohr eingebauten Hahn. 

10 E. Klenk, diese Z. 200, 51 [1931]; 206, 25 [1932]. 
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Tab. 7. Menge der Methylester in g. 





Gesamt- 
1 3—7/ 8 | 9 | 10]] 1-10 eae ges. | unges. 











0,597 0,995 1,069 | 0,721** 0,348 
0,418 8,286]0,882)0,114 10,900 11,715 11,715 
0,419]1,578/0,191); 2,188 2,352 2,352 
1,592|| 1,592 1,712 1,712 


* Aus 1—10 errechnet durch Multiplikation mit 17,2/16,0. 
** Aus Jodzahl von Frakt. 1 errechnet unter der Annahme, daB darin Pal- 
mitinsdure die einzige gesattigte Fettsiure ist. 


























Fraktion der hochungesattigten Sauren. Von insgesamt 14,6 g Methyl- 
ester wurden 10,3 g fraktioniert destilliert (Tab. 8). Um die hochungesattigten 
Sauren méglichst zu schonen, wurde die Destillationsgeschwindigkeit etwa ver- 
doppelt (Destillationsdauer 5 Stdn. an Stelle von 12 Stdn. in den anderen Fallen). 


Tab. 8. Ubersicht tiber die Fraktionierung der ,,Hochungesattigten Sauren“. 





Methylester Shares 
PP, hea Aus Aceton umkrist. 











g .|| Schmp. | Aquiv. .| Schmp. | Aquiv.-Gew. 


0,867 -57,5° 60,5° 268,4 
1,001 63,5° 65— 66° | 294,8 
0,966 68 — 69,5° 70,5° 304,0 
1,139 68 — 68,5° 70,0° 313,4 75,4° 312,3 
1,074 72,0° 73—74° | 323,2 
1,117 78,0° | 336,1 334,7| 79,5° 
0,925 79,0° _ 80,0° 
0,948 79,0° _ 80,0° 
0,550 78,59 |344,3 342.8) 80,0° 
1,320 71—72,5°| 362,9 75,5° 336,9 


Destillationsriickstand 0,370 g. Jodzahl 192,2. 





Cy,H,,0 
|o. 341,0 |] 363 sito 
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Bemerkenswerterweise sind hier nur kleine Mengen C,,.- und C,,-Saéuren vor- 
handen (Frakt. 1). Die hohe Jodzahl 148t darauf schlieBen, daB es sich nicht nur 
um Monoen-, sondern auch um Polyenséuren handelt. Im iibrigen liegen aber der 
Hauptsache nach ungesattigte, und zwar vorwiegend hochungesattigte C.)- und 
C,-Sauren vor (Frakt. 2—10). Auch die zuletzt iibergegangene Frakt. 10 bestand 
noch vorwiegend aus C,.-Séuren. Das hohe Aquivalentgewicht der hydrierten 
Saure ist offensichtlich nicht auf die Anwesenheit einer héher molekularen Saure 
zuriickzufiihren, da beim Umkristallisieren der Substanz das Aquivalentgewicht 
sich stark senkte. 


Tab. 9. Menge der Methylester in g. 





2 3 4 5 6—10 





0,415 
0,452 | 0,557 | 0,101 
0,444 | 0,865 | 0,863 | 0,481 
0,276 | 0,593 | 4,860 


* Aus 1—10 errechnet durch Multiplikation mit 14,6 10,3. 
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Tab. 10. Zusammenstellung der Ergebnisse aus Tab. 5, 7 und 9. 





Gesattigte Sauren Ungesattigte Sauren 
Cis Coo Coe Cis Cis Ceo 





Fraktion der 





ges. Sauren 
(Tab:5): 0... 3,894 0,717 
schwach unges. 
Sauren (Tab. 7) 0,348 | 11,715 
hochunges. 
Sauren (Tab. 9) 0,588 | 1,572 





Gesamtmenge 
TO ee ae 
in % des Ge- 
samtfettes . . 9,7 1,5 0,9 2,3 34,7 


3,894 | 0,589 | 0,369 || 0,936 | 14,004 
































Die Serinkephalinfraktion 


Die Menge der nach der Folchschen Methode aus den 332,5 g 
Rohkephalin gewonnenen Serinkephalinfraktion betrug insgesamt 
77,3g. Da die einzelnen Priparate nur 65—80% des Gesamt-N als 
Aminosaure-N enthielten, wurde die Fraktionierung in derselben Weise 
noch einmal wiederholt. Ausb. 24,5 g. Hellgelbes Pulver. 

2,648 (2,790) mg:| E = 0,585 (0,620); d=5mm; F = 0,0796. — 4,730 
(6,480) mg: 0,897 (1,19) cem n/30-Thiosulfat. — Verdiinnung 1:5000, d = 10 mm; 
E = 0,030 (0,027). 

Gef.: P 3,52 (3,54)%; Glycerin 9,74 (9,44)°,; Plasmal (ber. als Dimethy!- 
acetal) 5,25 (4,72)%. 

2ccm einer waBrigen Emulsion, die pro ccm 0,1743 mg Gesamt-N enthielt, 
verbrauchten 0,975 (0,975) cem n/20-Ba(OH),, entspr. 0,3410 (0,3410) mg Amino- 
siure-N. 

Aminosaure-N gefunden: 97,8 (97,8)°% des Gesamt-N. 


24,5 g Serinkephalin wurden entsprechend wie das Colaminkephalin 
gespalten. Ester-Acetalgemisch: 14,9 g Rohprodukt bzw. 13,0 g destil- 
lierte Substanz. Menge der nach der Verseifung erhaltenen Dimethyl- 
acetale: 0,7 g. Bei der Plasmalbestimmung ergab sich ein Gehalt von 
nur 82%, Dimethylacetal. Méglicherweise enthielt die Substanz noch 
kleinere Mengen Methylester oder Seifen. 


Die Fettsauren. Durch Tiefkihlkristallisation bei —65° wurde die Frak- 
tion der hochungesattigten Fettsauren abgetrennt: 2,12 g; Jodzahl 171,0 (174,7). 
Daraus erhielt man durch Bromierung 0,89 g eines atherunléslichen Bromkérpers, 
der wie Clupanodonsauredekabromid bei 260° ohne zu schmelzen verkohlt. 


21,85 (23,73) mg: 34,51 (37,55) mg AgBr. 
CyHj402Brj9. Ber. Br 70,75%, gef. 67,20 (67,33)°%. 
CyyH3,0,Bre. Ber. Br 65,80°/. 


Entbromung und Hydrierung fiihrte zu einer Saure vom Schmp. 74,5° (un- 
scharf) und dem Aquiv.-Gew. 336,4(340,8) bzw. Schmp. 76,5° und Aquiv.-Gew. 
g* 
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335,7 (337,7) nach Umkristallisation aus Aceton. Es lag hier demnach eine mit 
etwas Arachinséure verunreinigte Behensaiure (Schmp. 80° ber.) vor. 

Aus dem 4therléslichen Teil des Bromierungsprodukts erhielt man durch 
Entbromung 1,73 g ungesattigte Saéuren (Jodz. 132,2) zuriick. Sie wurden mit 
der Hauptmenge (9,27 g) vereinigt und die Methylester (10,6 g) fraktioniert destil- 
liert (Tab. 11). 


Tab. 11. 





Methylester Hydrierte Sauren 
Aus Aceton umkrist. 





7 











g ’ Schmp. | Aquiv.-Gew. | Schmp. | Aquiv.-Gew. 





1,263 67,5° 276,6 276,2 69,0° 282,9 280,9 
1,367 70,0° 281,1 280,5 
1,283 70,0° 283,8 280,0 
1,351 69,8° 283,0 281,8 283,4 283,4 
1,318 70,0° 282,3 283,0 
1,104 70,0° 281,7 280,8 7 281,6 283,4 
1,001 68,5° 283,2 283,7 F 286,3 289,3 
0,630 64,0° 294,2 296,1 ; 300,1 301,1 
0,73 65,0° 321,1 322,4 322,3 324,6 


























OCBNIATP WH 


Zur Berechnung der Zusammensetzung wurde angenommen, daB das Hy- 
drierungsprodukt der Frakt.1 ein Gemisch von Palmitin- und Stearinsaure ist. 
Die Richtigkeit dieser Annahme erscheint zum mindesten fraglich, da ein Gemisch 
der beiden Saéuren vom Aquiv.-Gew. 276 einen um 6° tieferen Schmp. als die hy- 
drierte Séure haben miiBte. Méglicherweise sind der Stearinsiéure an Stelle der 
Palmitinséure niedrigere Homologe beigemengt, wodurch sich auch die Tatsache 
erklaren wiirde, da durch Umkristallisieren praktisch reine Stearinséure erhalten 
wurde. 

3,9 g Sauren aus den vereinigten Frakt. 2—6 ergaben bei der Trennung mit 
der Bleisalz-Alkohol-Methode nach Twitchell 1,51 g feste gesattigte Sauren 
(Jodz. 4,4(3,9)) und 2,09 g ungesattigte Saiuren (Jodz. 73,6 (74,9)). Auffallender- 
weise erstarrten die letzten beim Abkiihlen auf Zimmertemperatur vollstandig 
(Schmp. etwa 24°). Jedoch konnten durch nochmalige Twitchell-Trennung keine 
gesattigten Saéuren mehr entfernt werden. Es erschien deshalb fraglich, ob hier 
Olsiure vorgelegen hatte. Die Ozonidspaltung fiihrte aber zu einer Azelainsaure. 


Tab. 12. Menge der Methylester in g. 





Aus Ges.- esatti ungesattigt 
9 | Brom- | Menge : e : . 

kérper}  g ier eT 
0,331( ?) 0,331( ?)| 0,331( 2)| 3,2( 2) 
0,932  |7,424)0,371 8,727 |3,380**| 32,7 | 5,347 | 51,6 
0,259]0,471 0,730 0,730 | 7,1 
0,259] 0,303 | 0,562 0,562 | 5,4 





























* % der Gesamtfettsiuren. — ** Aus Menge der C,,-Sauren berechnet durch 
Multiplikation mit 1,51/3,9. 
ft Aus Menge des atherunléslichen Bromkérpers berechnet. 
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Zusammenfassung 


Die Kephalinfraktion des Gehirns enthalt vorwiegend colamin- 
haltige, auBerdem wahrscheinlich auch noch serinhaltige Acetalphospha- 
tide. Die ersten sind in der nach Folch abgetrennten Colaminkephalin- 
fraktion in reichlichen Mengen vorhanden. Die letzten finden sich in 
der Serinkephalinfraktion in kleineren Mengen. 

Die Zusammensetzung des Fettsiuregemischs der Colamin- und 
der Serinkephalinfraktion wurde ermittelt. 


Die Untersuchung wurde durch Mittel der Notgemeinschaft der Deut- 
schen Wissenschaft unterstiitzt. 


Nachweis des 3.5-Dijod-tyrosins und Thyroxins 
durch Komplexsalzbildung 


Von 
W. Komant* 


(Der Schriftleitung zugegangen am 20. Februar 1951) 


Innere Komplexverbindungen aus 3.5-Dijod-tyrosin, 
salpetriger Saiure und Schwermetallsalzen 


Die Bildung innerkomplexer Verbindungen konnte durch Ein- 
wirkung von salpetriger Séure und Schwermetallsalzen auf 3.5-Dijod- 
tyrosin und Thyroxin erzielt werden. Wir wollten an Stelle des einen 
der beiden zum Hydroxyl orthostindigen Jodatome eine Nitrosogruppe 
einfiihren, um so die zur Komplexsalzbildung befihigten o-Nitroso- 
phenole zu erhalten. Dieselben sind o-Chinonmonoximen tautomer. 
Die komplexbildende Natur der o-Nitroso-phenole ist schon langer be- 
kannt. Neuartig ist jedoch die von uns aufgefundene Komplexsalz- 
bildung der o-Dijod-phenole und der ihr zugrundeliegende Reaktions- 
verlauf. o-Jod-nitrosophenole oder o-Jod-chinonmonoxime sind in der 
uns zugénglichen Literatur nicht beschrieben worden. Die Analysen- 
ergebnisse der aus 3.5-Dijod-tyrosin, salpetriger Saéure und Schwer- 
metallsalzen gewonnenen Komplexverbindungen stimmen sehr gut auf 
die angenommene Konstitution. 


OH OH 
P ne aN 
Jef 19 ao, ‘ va hod 
\S \/ 
o- Dijod- 0,0’ -Nitroso- 0,0’-Jod-benzo- Komplexsalz 
phenol jod-phenol chinonmonoxim 


Schwermetallsalz ~ 


* Bad Kreuznach, Biihlerweg 27. 
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W. Komant, Bd. 288 (1951) 


Diese Befunde sind in der Tat iiberraschend, 
denn nach Van Slyke sollte die salpetrige Saéure 
mit der primiéren Aminogruppe des 3.5-Dijod- 
tyrosins unter Stickstoffbildung reagieren. Jedoch 
fallt schon bei der Einwirkung von 1-proz. Na- 
triumnitritlésung auf 3.5-Dijod-tyrosin in n/10- 
HCl auf, daB sofort Jod in rasch steigender Menge 
frei gemacht wird, wahrend eine ganz allmah- 
lich einsetzende Gasentwicklung friihestens nach 
2—3 Min. wahrzunehmen ist. Gibt man aber die 
salpetrige Saure in reichlichem UberschuB zu, so 
tritt die Stickstoffbildung erheblich rascher ein. 
Umgekehrt beobachtet man mit abnehmender 
Konzentration der salpetrigen Saéure eine immer 
spiter einsetzende Desamidierung. Ein analoges 
Verhalten zeigten auch andere Aminosdéuren wie 
z. B. Tyrosin und Cystein. Demnach ist der Reak- 
tionsverlauf abhangig von der Konzentration der 
Reagenzien und der Geschwindigkeit der még- 
lichen Reaktionen. 

Die Komplexsalze sind um so unbestandiger. 
je saurer oder alkalischer die Reaktion ist. Sie 
werden am besten in acetatgepufferter essig- 
saurer Lésung hergesteilt. Ihre Stabilitat ist aber 
auch bei dieser Reaktion zeitlich begrenzt. 

Darstellung der Komplexsalze: Man lost einige 
mg 3.5-Dijod-tyrosin in verd. Salzsaure, setzt 
einige Tropfen einer 1l-proz. Natriumnitritlésung 
und danach einige Tropfen der 1-proz. Schwermetall - 
salzlésung hinzu. Sobald sich das Reaktionsgemisch 
tiefbraun gefarbt hat, macht man es durch Zusatz von 
festem, iiberschiissigem Natriumacetat essigsauer, worauf- 
hin die Komplexsalzbildung unter lebhaftem Farb- 
umschlag erfolgt. 

Am bestindigsten ist das dunkelgriine komplexe 
Kobaltsalz. Setzt man zum Nickelkomplexsalz Kobal- 
tionen, so wandelt sich dessen rote Farbe in einigen Mi- 
nuten in die der dunkelgriinen stabileren Kobaltverbin- 
dung um. Mehrtagiges Stehenlassen in verdiinnter essig- 
oder salzsaurer Lésung bedingt keinerlei wahrnehmbare 
Veranderung ihrer schénen Farbe. Bei der Darstellung 
des Eisenkomplexsalzes mit EisenII-chlorid entsteht ein 
der Kobaltverbindung analog dunkelgriin gefarbtes Kom- 
plexsalz. Aus seiner Lésung fallt alsbald ein griiner 
kolloidaler Niederschlag aus. Die Komplexsalzbildung 
mit EisenII-chlorid erfolgt auch in salzsaurer Lésung. 
Ferrosulfat reagiert unter denselben Bedingungen rot- 
braun. Die Farbe andert sich beim Stehenlassen nicht. 
In essigsaurem Milieu bildet Ferrosulfat ein griines, sehr 
schnell gelbbraun werdendes Komplexsalz. Das Ferrosalz 
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wurde vor seiner Verwendung mehrere Stunden mittels eines eisernen Nagels 
reduziert. Die violetten Kupfer-Silber- und Quecksilberkomplexsalze des 3.5- 
Dijod-tyrosins werden am zweckmaBigsten von vornherein in essigsaurer Lésung, 
also nicht mit Salzsiure und Natriumacetat hergestellt. Das komplexe Silbersalz 
ist schwer léslich und fallt sofort kolloidal flockig aus. Das komplexe Quecksilber- 
salz scheidet sich zum Teil ebenfalls ab, lost sich aber leicht auf Wasserzusatz, 
was bei der Silberverbindung nicht der Fall ist. Am besten eignet sich fiir die Dar- 
stellung der Quecksilberkomplexverbindung das Mercuriacetat; Sublimat und 
Mercurinitrat sind weniger brauchbar, da sich ihrer Produkte in 1—2 Stdn. zer- 
setzen. Das Quecksilber- und Silbersalz zersetzen sich beim Kochen (braunliche 
Verfarbung). Das rotbraune Palladiumchloriir, welches sich in Wasser beim Er- 
warmen gelb lést, bildet in 10-proz. essigsaurer Lésung mit 3.5-Dijod-tyrosin und 
5-proz. Natriumnitritlésung bei gewohnlicher Temperatur ein olivgriines, kolloi- 
dales Reaktionsgemisch, das beim vorsichtigen Erhitzen tiber der Flamme dunkel- 
griin wird, voriibergehend ganz klar erscheint, um alsdann sich durch ein ent- 
sprechend gefarbten kolloidalen Niederschlag zu triiben. Die olivgriine Farb- 
reaktion des Palladiumchloriirs tritt auch in salzsaurer Liésung ein; wie die essig- 
saure zersetzt sich die salzsaure erst nach langerem Kochen. Mit Platinchlorid 
gibt 3.5-Dijod-tyrosin keine Farbung. Das analog der Palladiumverbindung dar- 
gestellte rotbraune Bleikomplexsalz des 3.5-Dijod-tyrosins zersetzt sich bei langerem 
Stehenlassen allmahlich, schneller beim Erwarmen unter Verfarbung. Aluminium-, 
Kobalt-, Zink-, Cadmium-, Wismut- und Zinnsalze geben keine oder nur wenig 
ausgeprigte Farbreaktionen. Das Fehlen farbiger Produkte schlieBt jedoch keines- 
wegs Komplexsalzbildung dieser Metalle mit Dijod-tyrosin und salpetriger Saure 
aus, was nicht weiter untersucht wurde. 

Die Komplexsalze halten sich im Exsikkator monatelang, lediglich das Kobalt- 
salz verliert seine Wasser- und Saureldslichkeit, ohne sich 4uBerlich wahrnehmbar 
zu verandern. Spektroskopische Untersuchungen ergaben keine charakteristischen 


Absorptionsspektra. 


Komplexsalze aus 3.5-Dijod-tyrosin mit salpetriger Saure 
und Molybdansaure bzw. Phosphormolybdansaure 


Da sich die Molybdansiure nach Weinland! in vieler Hinsicht 
wie ein Schwermetallhydroxyd verhalt und ihre groBe Neigung zur 
Komplexbildung mit Phenolen und Phenolderivaten bekannt ist, wird 
sie an Stelle eines Schwermetallsalzes in Form von Ammonium- 
molybdat zu der salpetrigsiurehaltigen Dijodtyrosinlésung hinzu- 
gefiigt, worauf momentan eine tiefviolette Verbindung unter Abspaltung 
von Jod entsteht. Das Auffallende an dieser Reaktion ist das Auftreten 
der lebhaften Farbe nach Zusatz des farblosen Molybdations, was schon 
auf eine Komplexverbindung hinweist. Nach 3—5 Min. nimmt die salz- 
saure Lésung eine unscheinbare braunliche Farbe an. Zu viel Ammonium- 
molybdat fiihrt zum Ausfall von Molybdansaure unter sehr raschen Ab- 
blassen der violetten Farbe. Konz. Salzsiure (1,19) verwandelt die 
violette Farbung sofort in Hellbraun, Alkali (Natronlauge) in Orange. 
Macht man die mineralsaure Farblésung mit Natriumacetat essigsauer, 
so geht die violette Farbe ebenfalls bald in Braun bis Braunrot iiber. 


1 R. F. Weinland u. F. GaiBer, Z. anorg. allg. Chem. 108, 231 [1919]; 
R. F. Weinland u. K. Zimmermann, Z. anorg. allg. Chem. 108, 248 [1919]; 
ia A. Babel, K. GroB u. H. Mai, Z. anorg. allg. Chem. 150, 177 
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Dieser Befund ist iiberraschend, denn die bisher bei der Einwirkung 
von 3.5-Dijod-tyrosin, salpetriger Saure und Schwermetallsalzen erhal- 
tenen Komplexverbindungen erwiesen sich in mit Natriumacetat ge- 
pufferter essigsaurer Lésung als am bestindigsten. In der Farbe ist die 
komplexe Molybdanverbindung von den gelésten Komplexsalzen des 
3.5-Dijod-tyrosins mit Kupfer, Quecksilber oder Silber nicht zu unter- 
scheiden. Ihre Empfindlichkeit betragt 1:500000. 

Desgleichen erhalt man aus 3.5-Dijod-tyrosin und salpetriger Saure 
mit freier gelber Phosphormolybdansiaure in essigsaurem Milieu 
eine rote, mehr violettstichige Komplexverbindung, die sich aber be- 
reits nach wenigen Minuten zersetzt. Man fiihrt die Phosphormolybdin- 
siurereaktion am besten wie folgt aus: 

Nitrosieren des 3.5-Dijod-tyrosins mit verd. Salzséure und Natrium- 
nitrit, Hinzufiigen von einigen Tropfen in etwas iiberschiissigem Am- 
moniak geléste Phosphormolybdansiure und schlieBlich Zusatz von 
krist. Natriumacetat. Empfindlichkeit 1 : 100000. 

Die komplexen Nickel- und Phosphormolybdansaure-Verbindungen 
sind trotz ihrer groBen Ahnlichkeit schon durch den erheblichen Unter- 
schied in ihrer Bestandigkeit zu unterscheiden. Bei schwach essigsaurer 
Reaktion verfirbt sich die Phosphormolybdinsiureverbindung in 
2—3 Min., das Nickelsalz in 10—15 Min., zuweilen erst nach Stunden. 
Eie weitere Differenzierungsméglichkeit bietet ihr Verhalten gegen 
Alkohol, Amylalkohol und Pyridin. Auf Zusatz eines dieser Reagenzien 
schlagt die rote Farbe der komplexen Phosphormolybdansaure sofort 
ins Braéunliche um, wahrend das Nickelkomplexsalz seinen Farbton 
nicht andert. Infolge der groBen Zersetzlichkeit der komplexen Phos- 
phormolybdansaureverbindung war ihre Darstellung bisher nicht még- 
lich. 

Nach Weinland und Mitarbeitern’ reagiert Molybdanséure mit 
Phenolen unter Bildung von Komplexsiauren, indem das Phenylhydroxyl 
mit den Wasserstoffatomen der Molybdiansiure Wasser bildet, wihrend 
die Carboxylgruppe aromatischer Saiuren zur Reaktion mit Molybdan- 
sdure nicht befahigt ist. 


OH 
OH 


/OCH,O 


Ez [oso he + H,0 


OH 
OmMoC + O,H, 


Molybdan- Brenz- Monobrenzcatechin- 
saure catechin molybdansaure 


Die Konstitutionsfrage der aus 3.5-Dijod-tyrosin, salpetriger Saiure 
und Molybdansiure erhaltenen violetten Molybdinkomplexverbindung 
miissen wir noch offen lassen. Ihre Farbe sowie ihr Verhalten gegen 
Sauren und Laugen erinnert in mancher Hinsicht an die aus Phenolen 
und Molybdansaure gebildeten komplexen Verbindungen, die nach 


* R. F. Weinland u. Mitarbeiter, Ber. dtsch. chem. Ges. 45, 1113 [1912]; 
Z. anorg. allg. Chem. 108, 231 [1919]; 150, 177 [1925]. 
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Weinland héchstwahrscheinlich den offenen Komplexsalzen angehoren. 
Ks wird auf den oben dargestellten Reaktionsverlauf zwischen Molybdan- 
siure und Brenzcatechin hingewiesen. Eine véllige Analyse unserer 
Komplexverbindung steht noch aus. Das Ergebnis der Teilanalyse 
spricht fiir eine Umsetzung zwischen 2 Mol. Molybdansiéure mit 1 Mol. 
3.5-Dijod-tyrosin und 1 Mol. salpetriger Saéure. Bereits anderen Unter- 
suchern ist die Bevorzugung der molybdanreicheren Pyroséure H,Mo,0, 
bei der Bildung komplexer Verbindungen aus Phenolen und Molybdan- 
siure aufgefallen. 


OH OC,H,0,N.J 
OsMox oa + C,H,0,N,JOH = OsMox ea eo BO 


Pyromolyb- Monojod-nitroso- Monojed-nitroso- 
dansaure tyrosin tyrosin-molybdansaure 


Nach dieser Formulierung wiirde sich die mit salpetriger Saure, 
Molybdanséure und 3.5-Dijod-tyrosin erhaltene komplexe Molybdin- 
verbindung von den obigen inneren Komplexsalzen in zwei wesentlichen 
Punkten unterscheiden. Im letzteren Falle ist das komplexbildende 
Zentralion ein Kation (Schwermetall), im ersteren ein Anion (Molyb- 
dinséure) des weiteren sind die Komplexsalze aus 3.5-Dijod-tyrosin 
mit salpetriger Saéure und Schwermetallsalzen ringformig, die mit 
Molybdansaure aber offen gebaut. 


Komplexverbindungen des 3.5-Dijod-tyramins, 3.5-Dijod- 
hordenins sowie des Thyroxins mit salpetriger Saiure und 
Schwermetallen bzw. Molybdansaure 


Wie zu erwarten war, verhalten sich das dem 3.5-Dijod-tyrosin 
chemisch nahestehende 3.5-Dijod-tyramin und 3.5-Dijod-hordenin 
in bezug auf die vom Verf. entdeckte Komplexbildung mit salpetriger 
Saure und Schwermetallen oder Molybdansiure véollig gleichartig. 
Dieses liegt in dem allen drei aromatischen Aminen gemeinsamen o- 
Dijodphenol-Charakter begriindet. Das 3.5-Dijod-tyramin und 3.5- 
Dijod-hordenin haben wir schon wegen des Vorkommens ihrer jodfreien 
Produkte Tyramin und Hordenin in der Natur in den Kreis unserer 
Untersuchungen einbezogen. Sie sind bisher weder im Tier- noch 
Pflanzenreich aufgefunden worden und im Handel nicht erhiltlich. 
Ihre Darstellung erfolgte sowohl nach dem von Henze fiir 3.5-Dijod- 
tyrosin angegebenen Verfahren (Jodieren bei sodaalkalischer Reaktion 
mit in Jodkalium geléstem Jod) als auch nach Zeynek (Jodieren mit 
Natriumjodid und Jodpentoxyd in essigsaurer Lésung). Literatur- 
angaben fanden wir nur iiber die Hersteliung und Eigenschaften des 
3.5-Dijod-tyramins. Uber das 3.5-Dijod-hordenin war in dieser Hinsicht 
nichts zu ermitteln. 

Die Komplexsalze aus 3.5-Dijod-tyrosin, 3.5-Dijod-tyramin und 
3.5-Dijod-hordenin sind in essigsaurer Lésung nahezu gleichartig ge- 
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farbt und auf diese Weise nicht zu unterscheiden. Ihre Differenzierung 
ist aber méglich auf Grund der verschiedenen Léslichkeit in sehr ver- 
diinnter Essigsiure. Die aus 3.5-Dijod-tyrosin gebildeten Komplex- 
salze lésen sich leicht darin, die aus 3.5-Dijod-hordenin erhaltenen 
schwer und die aus 3.5-Dijod-tyramin gewonnenen nehmen eine Mittel- 
stellung ein. Die aus 3.5-Dijod-hordenin gebildeten Komplexverbin- 
dungen scheiden sich bald nach ihrer Entstehung ab und gehen beim 
Erwarmen wieder in Lésung. AuBerdem erweisen sie sich beim Stehen- 
lassen im gepufferten essigsauren Reaktionsgemisch als am_bestin- 
digsten. Sofern die Komplexsalze aus 3.5-Dijod-tyramin ausfallen, 
gentigt schon Zusatz von Wasser, um sie wieder zu lésen. Ein weiteres 
Unterscheidungsmerkmal zeigen die komplexen Eisen- und Kobaltsalze 
aus 3.5-Dijod-tyramin und 3.5-Dijod-hordenin gegeniiber den ent- 
sprechenden Verbindungen aus 3.5-Dijod-tyrosin beim Ausschiitteln 
mit »-Butylalkohol. Letztere sind darin praktisch unléslich, wahrend 
erstere sich damit ausschiitteln lassen. 

Als o-Dijodphenol war vom Thyroxin zu erwarten, daB es ebenso 
wie das 3.5-Dijod-tyrosin zur Bildung gleichartiger komplexer Salze 
befahigt ist. Der Versuch bestatigte diese Annahme; das Thyroxin zeigt 
jedoch einige Besonderheiten, die auf seine Unléslichkeit in verdiinnten 
Sauren zuriickzuftihren sind. Arbeitet man wie beim 3.5-Dijod-tyrosin 
in essigsaurer Lésung, so fallt das Thyroxin aus, und die Umsetzung 
mit den verschiedenen Reagenzien wird verzégert. Durch vorsichtiges 
Erwarmen kann man sie beschleunigen. Es nimmt daher nicht Wunder, 
wenn die Empfindlichkeit des Thyroxinnachweises mittels Komplex- 
salzbildung maximal 1:50000 im Vergleich zu der des 3.5-Dijod-tyrosins 
(1:500000) verhaltnismaBig gering ist. Im fliissigen Anteil des Reak- 
tionsgemisches ist beim Thyroxin keine Spur des am Boden liegenden 
kolloidalen Komplexsalzes gelést. Diese Beobachtung gilt fiir alle bisher 
dargestellten Komplexverbindungen aus Thyroxin mit salpetriger Séure 
und Schwermetallen (Nickel-, Kobalt-, Silber- und Palladiumsalz). 
Die groBen Léslichkeitsunterschiede der Komplexsalze aus Thyroxin 
und 3.5-Dijod-tyrosin sind fiir den Nachweis der beiden aktiven Schild- 
driisenstoffe von erheblicher Bedeutung. Es ist nimlich nicht notwendig, 
Thyroxin und 3.5-Dijod-tyrosin vor der Ausfiihrung der Farbreaktion 
zu trennen. ZweckmaBigerweise benutzt man zum Nachweis beim gleich- 
zeitigen Vorhandensein der beiden Schilddriisenstoffe das Nickel- 
komplexsalz. 

Man lost Thyroxin und 3.5-Dijod-tyrosin in /10 bis n/100-Natronlauge, séuert 
mit einigen Tropfen verd. Salzsiure an, gibt einige Tropfen 5-proz. Natriumnitrit- 
lésung hinzu und wartet 1—2 Min., d. h. bis die Gelb- oder Braunfarbung nicht 
mehr zunimmt. Dann fiigt man tropfenweise wenig 1-proz. Nickelsulfat und zu- 
letzt krist. Natriumacetat hinzu. Rotfarbung der reinfliissigen Phase des Reaktions- 


gemisches spricht fiir die Anwesenheit von 3.5-Dijod-tyrosin, was man im Zweifels- 
falle leicht durch Filtrieren feststellen kann. Die komplexe Nickelverbindung des 


Thyroxins bleibt auf dem Filter als rote, manchmal braunstichige gelatinése Masse 
zuriick. Selbstverstindlich ist bei gleichzeitigem Vorhandensein von 3.5-Dijod- 
tyrosin der abfiltrierte Thyroxinniederschlag gut auszuwaschen. 
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3.5-Dijod-tyramin und 3.5-Dijod-hordenin kommen beim positiven Ausfall 
der NickeJkomplexsalzreaktion kaum in Frage. Sie sind bisher in der Natur nicht 
aufgefunden worden. Die andersartigen Léslichkeitsverhaltnisse ihrer _Komplex- 
verbindungen in Wasser und Butylalkohol erméglichen eine Abtrennung und damit 
ihren Nachweis neben 3.5-Dijod-tyrosin (s. 0.). 

Die Bildung der komplexen Verbindungen aus Thyroxin, salpetriger 
Saure und Schwermetallsalzen geht erheblich rascher vonstatten, wenn 
man das Thyroxin zunichst in salzsaurem Alkohol lést. Man geht am 


besten wie folgt vor: 

Lésen des Thyroxins in 96-proz. Alkohol und einigen Tropfen konz. Salzsaiure 
(1,19); Hinzufiigen einiger Tropfen 5-proz. Natriumnitritlésung, vorsichtiges Er- 
warmen des Reaktionsgemisches bis zum Gelbwerden (im alkoholischen Medium 
verlauft die Nitrosierung bei gewéhnlicher Temperatur auBerst langsam), Zugabe 
der 1-proz. Schwermetallsalzlésung und zuletzt Essigsauermachen mittels krist. 


Natriumacetats. 

Die in der alkoholischen Lésung sich bildenden Komplexsalze aus 
Thyroxin bleiben jetzt in Lésung, und zwar das Nickelsalz rosafarben, 
das Kobaltsalz griin und das Silbersalz violett. Die Farben stimmen 
mit denjenigen der aus 3.5-Dijod-tyrosin bei waBrig essigsaurer Reak- 
tion erhaltenen Salzen iiberein. Die Komplexsalzbildung aus 3.5-Dijod- 
tyrosin, salpetriger Saure und Schwermetallen in Alkohol als Reaktions- 
medium wurde nicht untersucht. Mit Quecksilberacetat, Bleiacetat 
und Ammoniummolybdat scheinen sich aus Thyroxin im Gegensatz 
zum 3.5-Dijod-tyrosin, 3.5-Dijod-tyramin und 3.5-Dijod-hordenin keine 


Komplexverbindungen zu bilden. Aus diesem Grunde ist die ebenso 
hochempfindliche Molybdansaurereaktion der Nickelprobe beim Nach- 
weis von Dijodtyrosin in Anwesenheit von Thyroxin vorzuziehen, weil 
dadurch jeder Irrtum von vornherein ausgeschlossen ist. 


Komplexsalzbildung des Tyrosins, Tyramins, Hordenins 
sowie einfacher Phenole mit salpetriger Siure und Schwer- 
metallen oder Moldybdansauren 


Unsere Studien iiber das Komplexsalzbildungsvermégen der ak- 
tiven Schilddriisenstoffe 3.5-Dijod-tyrosin und Thyroxin mit salpetriger 
Saéure und Schwermetallsalzen oder Molybdanséuren werden aus che- 
mischen und biologischen Erwaigungen auf Tyrosin und Hordenin, die 
alle drei eine Phenolhydroxylgruppe besitzen sowie einfache Phenole 
ausgedehnt. Die Nitrosoderivate dieser Verbindungen sind m. W. bisher 
nicht beschrieben. Beim Tyrosin, Tyramin, Hordenin und Phenol ver- 
laufen die Umsetzungen bei der Einwirkung von salpetriger Séure und 
Schwermetallkomplexbildnern unter den gleichen Bedingungen viel 
langsamer als bei den o-Dijod-phenolen. Wahrend die aus letzteren ent- 
stehenden komplexen Verbindungen zur Erreichung ihres Farbmaxi- 
mums einige wenige Sekunden benétigen, brauchen erstere dazu bei 
gewohnlicher Temperatur in der Regel 1/,—1/, Stunde. Die weniger leb- 
haft gefirbten Reaktionsprodukte weisen eine weitgehende Parallele 
in den Grundténen ihrer Farben mit den aus 3.5-Dijod-tyrosin, 3.5- 
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Dijod-tyramin und 3.5-Dijod-hordenin erhaltenen Komplexsalzen auf. 
Die Reaktionsprodukte des 3.5-Dijod-tyrosins und Tyrosins mit sal- 
petriger Séure und Nickelsulfat sind rot, mit Kupfersulfat und Am- 
moniummolybdat violett, mit Kobalt und Eisensalzen griin. Schon diese 
Beobachtung spricht dafiir, daB sie sich in ihrem chemischen Bau von 
den Komplexverbindungen der Diorthojodphenole nur durch das Fehlen 
der farbverstairkenden Jodkomponente unterscheiden. An weiteren, im 
Farbton von den mit 3.5-Dijod-tyrosin gewonnenen Komplexsalzen 
etwas abweichenden Tyrosinverbindungen stellten wir das rotbraune 
Quecksilbersalz und das rosabraune Phosphormolybdaénséureprodukt 
dar. Die analogen komplexen Salze aus 3.5-Dijod-tyrosin sind violett 
und rotviolettstichig. Der diesen vier komplexen Verbindungen gemein- 
same rote Grundfarbton, teils mehr, teils weniger hervortretend, scheint 
uns kein Zufall zu sein, sondern ebenfalls ein Hinweis auf die nahen 
konstitutionellen Beziehungen. . 

Es ergeben sich bei der Umsetzung von Tyrosin und 3.5-Dijod-tyrosin mit 
salpetriger Saure und Schwermetallsalzen auch einige recht beachtenswerte Unter- 
schiede. Der Bildung des an sich violetten komplexen Tyrosinkupfersalzes geht 
eine griine Zwischenstufe voran. Erst nach einigem Stehenlassen wandelt sich die 
griine Farbe in Rot mit einem Stich ins Violette um. In stark verdiinnten Tyrosin- 
lésungen bleibt “die griine Phase dauernd bestehen. Das bei der Reaktion ver- 
wandte Kupferacetat kann sie nicht bedingen, denn es ist sowohl im festen wie 
im gelésten Zustande blau. Eine griine Farbzwischenstufe haben wir bei der Ent- 
stehung des violetten Kupferkomplexsalzes aus 3.5-Dijod-tyrosin selbst in den 
groBten Verdiinnungen nie wahrgenommen. Mit Palladiumchloriir und salpetriger 
Saure reagiert Tyrosin unter Blaufarbung mit einem violetten Beiton, 3.5-Dijod- 
tyrosin aber griin. Setzt man zu dem blauen Tyrosinkomplexsalz einige Tropfen 
2-n.Salzsaéure hinzu, so schlagt die blauviolette Farbe in Griin um. Modifiziert man 
die Ausfiihrung etwas, indem das Tyrosin statt in 10-proz. Essigsaure in verd. 
Salzsaure gelést und nach Zugabe von Natriumnitrit und Palladiumchlorir mit 
Natriumacetat essigsauer gemacht wird, dann fallt die Tyrosinfarbreaktion wie 
beim 3.5-Dijod-tyrosin von vornherein griin aus. Uberraschenderweise gibt Tyrosin 
mit salpetriger Séure und Silbernitrat keine Farbreaktion, wogegen 3.5-Dijod- 
tyrosin eine violette Komplexverbindung liefert. Um den eventuell hemmenden 
EinfluB des NO,-Anions im Silbernitrat auszuschalten, wird milchsaures Silber 
angewandt, jedoch ohne Erfolg. 

Die Empfindlichkeit der Farbreaktionen des Tyrosins mit salpe- 
triger Séure und Schwermetallen bzw. Molybdinsaure ist im Vergleich 
zum 3.5-Dijod-tyrosin reiativ gering. Sie erreicht bei der komplexen 
Nickeltyrosinverbindung die GréBenordnung |: 100000 und beim Eisen- 
salz 1:10000, wahrend sie beim 3.5-Dijod-tyrosin in beiden Fallen fiinf- 
mal gréBer ist. Obwohl Tyrosin, Tyramin und Hordenin ebenso wie 
3.5-Dijod-tyrosin, 3.5-Dijod-tyramin und 3.5-Dijod-hordenin zur Kom- 
plexsalzbildung mit salpetriger Séure und Schwermetallsalzen oder Molyb- 
dansauren befahigt sind, kommt dieser Reaktion fiir den Nachweis der 
Diorthojodphenole eine Sonderstellung zu, die sie ihrer weit gréBeren 
Reaktionsgeschwindigkeit und Empfindlichkeit verdankt. Gegen Saéuren 
und Laugen verhalten sich die komplexen Tyrosinverbindungen im 
allgemeinen analog den aus 3.5-Dijod-tyrosin hergestellten. Gegen 
Warme scheinen sie etwas weniger empfindlich zu sein, jedoch keines- 
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wegs bestandig. Tyramin und Hordenin liefern Komplexverbindungen, 
die weitgehendst mit denen des Tyrosins tibereinstimmen. Ein unter- 
schiedliches Verhalten ergab sich jedoch beim Ausschiitteln mit n- 
Butylalkohol, was fiir den Nachweis und die Trennung bei gleichzeitigem 
Vorkommen der drei Stoffe von praktischer Bedeutung sein kann. So 
geht aus der essigsauren Lésung der violett gefairbten Kupfersalze und 
griinen Eisenverbindungen des Tyrosins, Tyramins und Hordenins nur 
die des Tyramins ziemlich reichlich mit tief dunkelroter bzw. griiner 
Farbe in n-Butylalkohol tiber. 

Phenol selbst gibt mit salpetriger Saure und Schwermetallsalzen 
oder der Molybdansiuregruppe Komplexverbindungen, die mit denen 
des Tyrosins nahe verwandt sind. Kennzeichnend fiir sie ist die leichte 
Extrahierbarkeit der Nickel- und Molybdansaureverbindungen mittels 
n-Butylalkohols. Wir wiesen bereits auf die véllige Unléslichkeit der 
entsprechenden Komplexverbindungen aus 3.5-Dijod-tyrosin, 3.5- 
Dijod-tyramin und 3.5-Dijod-hordenin in n-Butylalkohol hin. 


Weitere Beitrage zur Konstitution der inneren Komplex- 
salze des 3.5-Dijod-tyrosins und Thyroxins 


Fir den komplexen Charakter der farbigen Verbindungen sprechen 
auBer den schon anfangs erwaihnten Analysenergebnissen eine Reihe 
weiterer eindeutiger Befunde. So springt die auffallende, von der der 


zugesetzten Schwermetallsalze abweichende lebhafte Farbe in die Augen. 
Ferner sind die hinzugefiigten Kationen und Anionen auf dem iiblichen 
analytischen Wege nicht mehr nachweisbar. Die Farben und die Schwer- 
léslichkeit einiger dieser Komplexsalze deuten auf das Vorliegen von 
inneren Komplexverbindungen hin. Demnach ist das eine der beiden 
Jodatome durch die Nitrosogruppe ersetzt worden, was sich mehrfach 
beweisen léBt. Die farblose, essigsaure 3.5-Dijod-tyrosinlésung wird auf 
Zusatz von Natriumnitrit gelb und schlieBlich dunkelbraun, wobei Jod- 
geruch auftritt. Diese Braunfarbung beruht einerseits auf Abscheidung 
von elementarem Jod, andererseits auf der eingetretenen Nitrosierung. 
Das Jod 1éB8t sich durch Ausschiitteln mit Chloroform leicht nachweisen. 
Nach vélliger Beseitigung des Jods hellt sich das Reaktionsgemisch 
verhaltnismaBig wenig auf. Die Nitrosogruppe léBt sich unmittelbar 
nach dem Nitrosieren und der Beseitigung der letzten Spuren salpetriger 
Saure mittels Harnstoffs durch Zugabe von etwas krist. Jodkali nach- 
weisen. In dem essigsauren Reaktionsgemisch entsteht dadurch eine 
erneute starke Jodabscheidung. Aus angesduerter Jodkalilésung machen 
bekanntlich Nitrosoverbindungen momentan Jod frei. DemgemaB fallt 
auch die Liebermannsche Reaktion positiv aus. 

Nach C. Wurster® erhalt man aus Phenol in waBriger Losung nach 
Zusatz von Hydroxylaminsulfat und 3-proz. Wasserstoffperoxyd p- 
Nitroso-phenol. Die Umsetzung geht schon bei Zimmertemperatur lang- 


3 C. Wurster, Ber. dtsch. chem. Ges. 20, 2631 [1887]. 
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sam vonstatten, rasch bei 40°. Fiihrt man diese Reaktion unter Zugabe 
von Schwermetallsalzen oder Molybdinsiure und Natriumacetat aus, 
so bilden sich farbige Komplexverbindungen. Da, wie schon lange be- 
kannt ist, nur o-Nitroso-phenole zur Komplexsalzbildung befahigt sind, 
muB bei diesem NitrosierungsprozeB aufer p-Nitroso-phenol auch o- 
Nitroso-phenol entstanden sein. Nach Holleman fiihrt jeder Sub- 
stitutionsprozeB bei einem Benzolring zur Bildung der drei méglichen 
Isomeren (0-, m- und p-Verbindung), allerdings mit starkem Uberwiegen 
einer oder zweier Komponenten. Der Nachweis und die Isolierung 
mancher Nitrosophenole wird noch durch ihre leichte Veranderlichkeit 
erschwert. Ganz analog dem Phenol verhilt sich das 3.5-Dijod-tyrosin 
beim Behandeln mit Hydroxylamin, Wasserstoffperoxyd, Schwer- 
metallsalz und Natriumacetat. Die entsprechenden Farbreaktionen des 
3.5-Dijod-tyrosins und des Phenols zeigen auffallende Parallelen. AuBer- 
dem wurde das Vorhandensein einer Nitrosogruppe.durch das Nitroso- 
reagens Natriumpentacyanoamminferroat, Na,{Fe(CN);NH,], in den 
aus 3.5-Dijod-tyrosin dargestellten komplexen Nickel-, Kobalt-, Kupfer- 
und Molybdanséureverbindungen nachgewiesen. Das komplexe Eisen- 
salz aus 3.5-Dijod-tyrosin reagiert damit schon bei gewéhnlicher Tem- 
peratur positiv (dunkelgriine Reaktion), die anderen Komplexverbin- 
dungen erst beim Erwirmen. Das komplexe Silber- und Quecksilber- 
salz sind in ihrer Farbung nicht mehr eindeutig (griingelbstichig). 

Man stellt das Nitrosoreagens durch UbergieBen von Nitroprussidnatrium 
mit der 3-fachen Menge konz. Ammoniaks her. Das Gemisch bleibt 24 Stdn. eis- 
gekiihlt stehen, wird alsdann mit Alkohol verdiinnt, und das ausgefallene ab- 
genutschte Nitrosoreagens wird mit Alkohol nachgewaschen. Selbst die Bestandig- 
keit des festen Reagenzes ist nur von kurzer Dauer. Nitrosoverbindungen geben 
mit einer 1-proz. waBrigen Lésung von Natriumpentacyanoamminferroat eine 
intensive Griin-, seltener Violettfarbung. Es wird dabei das NH, des Prussosalzes 
durch ein Molekiil der Nitrosoverbindung ausgetauscht: 


Na,[Fe(CN),NH,] + RNO = NH, + Na,[Fe(CN),RNO]. 


Fiir die angefiihrte Strukturformel der Komplexsalze aus 3.5-Dijod- 
tyrosin und salpetriger Saéure mit Schwermetallen spricht auch das 
analoge Verhalten des Tyrosins, Tyramins, Hordenins und -Phenols bei 
der Komplexbildung, weshalb auf die obigen Untersuchungsergebnisse 
hingewiesen wird. 

Weitere Beitrige fiir die Konstitution der Komplexverbindungen 
der o-Dijodphenole und den spezifischen Charakter der Farbreaktionen 
fiir diese Kérperklasse liefern Untersuchungen iiber stickstoffreie o- 
Dijodphenole sowie 0-Dibrom- und o-Dichlor-phenole. Zunachst wird 
das stickstoffreie Sozojodol, 2.6-Dijod-phenol-4-sulfonsaures Na- 
trium untersucht. Es liefert ein komplexes Nickelsalz, das unmittelbar 
nach seiner Bildung lebhaft rot ist, um spiiter abzublassen. Die Kobalt- 
und Eisenverbindung sehen schmutzig gelbgriin, das Kupfersalz violett 
und die allmahlich abblassende Molybdinsiureverbindung rot aus. 
Die gelésten Komplexsalze gleichen also in ihrem Grundton den aus 
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3.5-Dijod-tyrosin erhaltenen. Schon in dem gepufferten essigsaurem 
Milieu zersetzen sich die Komplexverbindungen aus Sozojodol rasch. 

Noch empfindlicher sind sie gegen Mineralsiuren und Laugen. Die 
aus Sozojodol erhaltenen Komplexverbindungen stimmen in ihrem 
chemischen Verhalten weitgehend mit denen aus 3.5-Dijod-tyrosin dar- 
gestellten tiberein, was fiir einen gleichen Aufbau spricht. 

Einen weiteren Beweis fiir die Richtigkeit der angegebenen Kon- 
stitutionsformel der aus 3.5-Dijod-tyrosin gewonnenen Komplexver- 
bindungen erbringt das Verhalten von o- und p-Jod-phenol bei der 
Komplexsalzbildung, da tatsaéchlich nur die o-Verbindung analoge Kom- 
plexsalze gibt. Dabei wird Jod héchstens spurenweise abgespalten, und 
es bilden sich die komplexen Verbindungen des 0,0’-Jod-nitroso-phenols 
bzw. 0,0’-Jod-chinonmonoxims. Die dem p-Jod-phenol mangelnde 
Komplexbildungsfahigkeit kommt wahrscheinlich daher, daB der zu 
erwartende Siebenerring zu groBe Spannung besitzt, waihrend beim 
o-Jod-phenol ein spannungsfreier stabiler Fiinferring entsteht. Zweck- 
maBigerweise werden die in Wasser schlecht léslichen kristallisierten 
Monojodphenole zunichst in verd. Natronlauge gelést, alsdann mit 
verd. Salzsiure oder 10-proz. Essigsiure angesiuert, woraufhin das p- 
Jod-phenol kolloidal ausfallt und auf weiteren Saéurezusatz wieder in 
Lésung geht. Das o-Jod-phenol ist viel leichter léslich, denn es bleibt 
nach dem Ansiuern gelést. Die Komplexverbindungen des o- Jod-phenols 
scheiden sich gréBtenteils bald nach ihrer Entstehung aus der essigsauren 
Lésung amorph ab. Die Niederschlige der komplexen Nickel- und Kupfer- 
salze sind rot, des komplexen Kobalt- und dreiwertigen Eisensalzes griin 
und die der komplexen Molybdin- sowie Phosphormolybdansaurever- 
bindung orangerot. Anwesenheit von Chlorionen (Anséuern des in 
Natronlauge gelésten o-Jod-phenols mit Salzsiure) verindert den Farb- 
ton einiger Komplexverbindungen. So bekommt der Niederschlag des 
roten Nickel- und Kupferkomplexsalzes einen briaunlichen Stich; die 
Molybdansiureverbindung wird klar dunkelrot und nach 1—2 Stdn. 
gelb. Mit Ausnahme der Molybdiansiureverbindung erweisen sich die 
komplexen Salze des o-Jodphenols in der rein essigsauren Lésung er- 
heblich bestindiger als die aus 3.5-Dijod-tyrosin. Zudem lassen sich 
alle obengenannten Komplexverbindungen des o-Jod-phenols mit 
Amylalkohol leicht ausschiitteln, wodurch sie sich weiterhin von denen 
aus 3.5-Dijod-tyrosin gewonnenen unterscheiden. Die Bildung der 
Komplexsalze des o-Jod-phenols geht praktisch ohne Jodabspaltung 
vor sich. Dieser Befund ist von ausschlagender Bedeutung fiir die Auf- 
fassung des Reaktionsverlaufes der Komplexsalzbildung aus o-Dijod- 
phenolen mit salpetriger Siure und Schwermetallsalzen sowie Molybdan- 
siuren und der Konstitution der Komplexverbindung. Hieraus folgt, 
daB orthosubstituierte Mono- und Dijod-phenole mit salpetriger Saure 
und Schwermetallen gleichartige Komplexverbindungen bilden, wobei 
die o-Dijod-phenole ein Jodatom abspalten. Somit ist die charakte- 
ristische Komplexsalzbildung aus o-Dijod-phenolen auf die intermediare 





118 W. Komant, Bd. 288 (1951) 


Bildung von orthosubstituierten Monojodphenolen zuriickzufiihren. Das 
Jodanisol, der Methylather des o-Jodphenols, besitzt keine komplex- 
bildenden Eigenschaften. Daraus ist der SchluB zu ziehen, daB die 
Komplexsalzbildung des o-Jod-phenols nur bei freier Hydroxylgruppe 
méglich ist. Ebensowenig ist das p-Nitroso-phenol mit Schwermetallen 
zur Komplexsalzbildung befaihigt. Das o-Nitroso-phenol stand uns zur 
Untersuchung nicht zur Verfiigung. 

An dieser Stelle ist auch das Unvermégen der nicht in Orthostellung 
zur Phenolgruppe substituierten Dijodphenole zur Bildung komplexer 
Verbindungen zu erwahnen. Als Beispiele fiihren wir 3.5-Dijod-sali- 
eylsdure und 3.5-Dijod-thyronin an. 


OH J 
Va 
| ») coon Ho-~ S-o-—¢ \-CH,CH(NH,).COOH 
Fi HS Nite’? \iaaieil 
WY j 
3.5-Dijod-salicylsaiure 3.5-Dijod-thyronin 


Das 3.5-Dijod-thyronin enthalt die beiden Jodatome im Benzol- 
ring mit der Alaningruppe. Sie sind orthostindig zu dem atherartig 
gebundenen, beide aromatischen Kerne verkniipfenden Sauerstoffatom. 
Salpetrige Séure macht aus 3.5-Dijod-thyronin kein Jod frei. Weder mit 
Chloroform noch Benzol lait sich Jod ausschiitteln. Der Jodnachweis 
mittels Benzols gilt als besonders empfindlich. Bei dem bis jetzt syn- 
thetisch nicht erhaltenen isomeren 3’.5’-Dijod-thyronin ist als o-Dijod- 
phenol mit Komplexsalzbildung zu rechnen. 

Das 2.4.6-Trijod-phenol ist ebenfalls nicht imstande, Komplex- 
salze mit salpetriger Siure und Schwermetallsalzen oder Molybdansauren 
zu bilden. Salpetrige Séure macht aus 2.4.6-Trijod-phenol kein Jod frei, 
héchstens nur spurenweise, wihrend o-Dijod-phenole reichlich Jod ab- 
spalten. Obwohl zwei Jodatome des 2.4.6-Trijod-phenols in Ortho- 
stellung zur Phenolgruppe angeordnet sind, ist fiir die Komplexsalz- 
bildung der Charakter des Gesamtmolekiils als symmetrisches Trijod- 
phenol bestimmend. Das geht auch aus dem Verhalten dieses K6rpers 
gegen salpetrige Siure hervor, welches das Ausbleiben der Komplex- 
bildung erklart. 

Ebensowenig sind o-Nitro-phenole zur Komplexbildung mit 
salpetriger Saéure und Schwermetallsalzen oder Molybdanséuren be- 
fahigt. LaBt man die salpetrige Saéiure zu lange auf 3.5-Dijod-tyrosin 
einwirken, so bleibt die Komplexsalzbildung aus, weil héchstwahrschein- 
lich die salpetrige Séure den Nitrosorest zur nichtkomplexbildenden 
Nitrogruppe oxydiert. Darauf ist wohl auch das Ausbleiben der Komplex- 
salzbildung des 3.5-Dijod-tyrosins in salpetersaurer anstatt in essig- 
saurer Reaktion zuriickzufiihren. Diese Beobachtung ist gewissermaBen 
ein indirekter Beweis dafiir, daB die Komplexbildung die Anwesenheit 
einer in unmittelbarer Nachbarschaft zum Phenolhydroxyl sitzenden 
Nitrosogruppe voraussetzt. 
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Die den 3.5-Dijod-tyrosin entsprechenden o-disubstituierten Di- 
brom- und Dichlor-Derivate des Tyrosins, Tyramins, Hordenins 
und Thyronins vermégen keine Komplexsalze mit salpetriger Saure 
und Schwermetallen oder Molybdanséuren zu bilden. Dennoch ist 
dariiber einiges zu sagen. Bei der Einwirkung von salpetriger Saure 
auf 3.5-Dibrom-tyrosin und 3.5-Dibrom-tyramin wurde das Freiwerden 
beachtlicher Mengen Bromwasserstoff unter Gelbfarbung des Reaktions- 
gemisches beobachtet. Bereits Zincke und Dahmer‘ haben vor vielen 
Jahren ein solches Verhalten bei Brom- und Chlorphenolen beschrieben 
und konnten zeigen, daB die salpetrige Saiure ein Molekiil Halogenwasser- 
stoff abspaltet und iiberraschenderweise zugleich nitrierend wirkt. 
Statt der erwarteten o-Nitroso-phenole oder o-Nitrose-ketone erhielten 
sie o-Nitro-phenole. Die Nitrogruppe bedingt die gelbe Farbe des Reak- 
tionsgemisches. 3.5-Dichlor-tyrosin und 3.5-Dichlor-tyramin sind infolge 
der festeren Bindung des Chlors im Vergleich zum Brom in den ent- 
sprechenden Verbindungen bei gewohnlicher Temperatur weniger reak- 
tionsfihig. Obwohl Halogen in allen Fallen als Halogenwasserstoff ab- 
gespalten wird, bleibt die Komplexsalzbildung bei den analogen Brom- 
und Chlorverbindungen des 3.5-Dijod-tyrosins, des 3.5-Dijod-tyramins 
und 3.5-Dijod-hordenins aus, weil den o-Nitro-phenolen bzw. 0,0’-Nitro- 
halogen-phenolen, die komplexbildende Eigenschaft abgeht. 


Hemmende Einfliisse bei der Komplexsalzbildung aus 3.5- 
Dijod-tyrosin mit salpetriger Séure und Schwermetallen 
bzw. Molybdansaure 


Fir den Nachweis des 3.5-Dijod-tyrosins ist wichtig, daB die Kom- 
plexsalzreaktion mit salpetriger Saéure und Schwermetallen oder kom- 
plexen Saéuren durch andere Stoffe gestért oder verhindert werden kann. 
Auf die mehr oder weniger gréBere Unbestindigkeit der Komplexsalze 
gegen Erhitzen, Mineralséuren und Alkalien wurde bereits hingewiesen. 
Ferner darf die salpetrige Saéure nicht zu lange auf das 3.5-Dijod-tyrosin 
einwirken, weil sonst die Komplexbildung nicht mehr eintritt, was wahr- 
scheinlich auf Oxydation der Nitrosogruppe zur Nitrogruppe beruht. 
Als Oxydationsmittel kommen das aus dem 3.5-Dijod-tyrosin abge- 
spaltene Jod oder die salpetrige Saiure selbst in Frage. Weiterhin wird 
die Komplexsalzbildung des 3.5-Dijod-tyrosins voéllig unterbunden, 
wenn man es anstatt in 10-proz. Essigsiure oder 2-n.Salzsiure oder 
2-n.Schwefelséure in Salpetersiure lést und sonst in iiblicher Weise die 
Reaktion ausfiihrt. Trotz Freiwerden von Jod bleibt sie aus, weil héchst- 
wahrscheinlich Nitrophenole entstehen. 

Zu achten ist auf die Anwesenheit anderer Komplexbildner, welche 
unter Umstinden die Entstehung der Komplexverbindungen des 3.5- 
Dijod-tyrosins véllig unterbinden kénnen, indem sie die dafiir notwen- 


4 Th. Zincke, J. prakt. Chem. 61, 561 [1900]; Z. anorg. allg. Chem. 108, 231 
[1919]; G. Dahmer, Liebigs Ann. Chem. 833, 346 [1904]. 
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digen Kationen oder Anionen selber mit Beschlag belegen, was in erster 
Linie eine Frage der verschieden groBen Reaktionsgeschwindigkeit der 
zur Komplexbildung befahigten Stoffe ist. So kann Phosphorséure zur 
Bildung von Phosphormolybdansiure aus Molybdanséure fiihren und 
Oxalsaure z. B. die Schwermetallsalzionen komplex binden. Man beugt 
solchen Stérungen leicht vor, indem man fiir einen geniigenden Uber- 
schuB der erforderlichen Schwermetallsalze oder Komplexsaéuren sorgt. 

Da das 3.5-Dijod-tyrosin eine «-Aminosaure ist, lag es nahe, andere 
«-Aminosauren in den Kreis der Untersuchungen einzubeziehen. Dabei 
hat sich gezeigt, daB beziiglich der Komplexbildung mit salpetriger 
Saéure und Schwermetallen oder Komplexsiuren dem 3.5-Dijod-tyrosin 
eine Sonderstellung zukommt. Bisher wurden Glykokoll, Alanin, Leucin, 
Asparagin, Cystin, Cystein, Glutaminsiure, Arginin, Histidin, Prolin, 
Indol und Tryptophan untersucht. Nur das Tryptophan und Cystein 
beeintrachtigten die Komplexsalzbildung des 3.5-Dijod-tyrosins. Tryp- 
tophan reagiert an sich schon mit salpetriger Saiure zeisiggriin, wodurch 
die sich bildende Komplexverbindung aus 3.5-Dijod-tyrosin im Farbton 
erheblich veraindert wird, z. B. erscheint das fuchsinrote Nickelsalz 
braunstichig. Die Komplexsalzbildung als solche tritt also ein, doch wird 
sie im Farbton beeinfluBt. Tryptophan ist ein integrierender Bestand- 
teil vieler EiweiBk6rper, in denen es sich meistens nur in bescheidener 
Menge vorfindet. Dagegen scheint durch die Anwesenheit von geniigend 
Cystein die komplexbildende Fahigkeit des 3.5-Dijod-tyrosins selbst be- 
eintrachtigt zu werden. Cystein reagiert mit Natriumnitrit in essigsaurer 
Lésung orangefarben. Allmahlich geht der Farbton in Gelb iiber. Nach 
den Literaturangaben entsteht «-Chlor-dithio-milchsiure. Cystein wird 
in geringer Menge bei der Hydrolyse des Eiweibes gebildet. Cystin jedoch 
behindert die Komplexsalzbildung des 3.5-Dijod-tyrosins nicht. Cystein- 
chlorhydrat gibt mit Silbernitrat einen kolloidalen weiBen Niederschlag, 
der nicht nur aus Silberchlorid besteht, sondern auch das gesamte Cystein 
enthalt. 3.5-Dijod-tyrosin wird unter diesen Bedingungen nicht gefallt. 
Man kann also auf diese Weise das stérende Cystein vom 3.5-Dijod- 
tyrosin abtrennen, ohne daB die Komplexsalzbildung des letzteren 
danach irgendwelche Beeintraichtigung zeigt. 

Es wurden noch weitere Schwefelverbindungen von diesem Gesichts- 
punkte aus untersucht. Insbesondere interessierte das Glutathion, 
das ein Tripeptid aus Cystein, Glutaminsiiure und Glykokoll ist. Es 
reagiert mit salpetriger Saure in essigsaurer Losung analog dem Cystein 
rosabraun, die Farbe blaBt aber bald ab und ist viel weniger intensiv. 
Deshalb tritt nur im Augenblick des Zusammengebens der Reagenzien 
bei der Komplexsalzbildung des 3.5-Dijod-tyrosins eine schnell ver- 
schwindende rosabriaunliche Verfarbung auf. Beim Cystein und Glut- 
athion ist vermutlich die Sulfhydrylgruppe der stérende Faktor, denn 
das Ammonium sulfuratum (NH,SH) hemmt ebenfalls die Komplex- 
bildung des 3.5-Dijod-tyrosins, waihrend das Cystin ohne EinfluB ist. 
Das AusmaB des stérenden Einflusses der drei schwefelhaltigen  Stoffe 
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hangt von ihrer Konzentration ab. Das Taurin, das den Schwefel in 
Form eines Sulfosiurerestes enthalt, beeintrichtigt die Komplexsalz- 
bildung des 3.5-Dijod-tyrosins nicht. 


Beschreibung der Versuche 
Felll- Kom plexsalz 


1g 3.5-Dijod-tyrosin werden in 4ccm 2-n.HCl geliést und 6 ccm dest. 
Wasser zugesetzt. Man muB8 etwas rasch arbeiten, sonst fallt das schwerlésliche 
3.5-Dijod-tyrosin-chlorhydrat aus. Alsdann werden aquimolekulare Mengen von 
Eisenchlorid und Natriumnitrit hinzugegeben, und zwar zuerst 3 ccm einer 
10-proz. Lésung des Schwermetallsalzes. Da Eisenchlorid hygroskopisch ist, nimmt 
man einen geringen UberschuB (0,30 g, ber. 0,25 g Fe Cl,). Die ber. Menge Natrium- 
nitrit betragt 0,160 g und wird in Form von 16 ccm einer 1-proz. Lésung zugefiigt. 
Das Reaktionsgemisch wird unter Freiwerden von Jod tiefbraun und durchsichtig. 
Die salzsaure Reaktion wird sofort durch Zugabe von 2 g festem Natriumacetat 
p.a. abgestumpft. Das abgenhutschte Komplexsalz wird so lange mit 96-proz. 
Alkohol gewaschen, bis das Filtrat farblos ist. Der Alkohol wird durch Ather ver- 
dringt; zur Beseitigung der letzten Spuren Jod wird mit Benzol 1—2 Stdn. auf 
der Maschine geschiittelt. bas Reaktionsprodukt wird im dunkelbraunen Ex- 
siccator iiber Phosphorpentoxyd getrocknet. Ausb. 0,55 g dunkelgriines Eisen- 
salz, das in Wasser bei Zimmertemperatur schwer ldslich ist. Mit Natronlauge, 
Schwefelwasserstoff und Kaliumferrocyanid sind Eisenionen nicht nachzuweisen. 

3,093 mg Sbst.: 3,34mg CO,, 0,71 mg H,O. — 7,546 mg Sbst.: 0,595 mg 
Fe,0,. — 3,692 mg Sbst.: 0,196 mg H,O (Wasserbestimmung bei 55°). 

C,H,O,N,JFe-H,O. Ber. C 29,07, H 2,16, Fe 5,00, H,O 5,08. 

3 Gef. C 29,45, H 2,30, Fe 5,26, H,O 5,31. 

Genau nech der obigen Vorschrift ist das Nickel- und Kobaltkomplexsalz 
dargestellt worden. 

Analyse des Kobaltsalzes: 3,384 mg Sbst.: 3,54 mg CO,, 0,81 mg H,O. — 
0,2763 mg Sbst.: 0,0205 Co (elektrolyt. Kobaltbestimmung). — 3,587 mg Sbst.: 
0,189 mg H,O (Wasserbestimmung bei 55°). 


C,H,0,N,JCo-H,0. Ber. C 28,24, H 2,11, Co 7,41, H,O 4,94. 
2 Gef. C 28,55, H 2,14, Co 7,42, H,O 5,27. 


Silberkomplexsalz 


Zu 1 g 3.5-Dijod-tyrosin werden die aquimolekulare Menge Silbernitrat 
(0,362 g), alsdann 16 ccm 1-proz. Natriumnitrit-Lésung entspr. 0,160 Natrium- 
nitrit und zuletzt 1,6 ccm Eisessig hinzugefiigt. Der Gehalt des Reaktionsgemisches 
an Essigséure betragt 5,5°%. Er soll 10°, nicht iiberschreiten, da ein starkerer 
Sauregehalt die Komplexbildung hemmt. Die Reaktionslésung wird 8 Stdn. auf 
der Maschine geschiittelt. Das violette, kolloidal aussehende Silbersalz nutscht 
man ab, wascht mit Alkohol bis zur Farblosigkeit, schlieflich noch mit Ather und 
trocknet iiber P,O;. Ausb.: 0,8 g eines dunkelvioletten wasserunléslichen Pulvers. 

6,214 mg Sbst.: 1,490 mg Ag. 

C,H,0O,N.JAg. Ber. Ag 24,36. Gef. Ag 23,98. 


Darstellung der Molybdansiurekomplexverbindung 


0,51 g Ammoniummolybdat p.a., (NH,),Mo,0,,-H,O, = 1/2400 Mol werden 
in 10 ccm dest. Wasser gelést und mit einer Lésung von 1,06 g 3.5-Dijod-tyrosin 
in 4 ccm 2-n.Salzsiure und 6 ccm Wasser vermischt. Dazu werden 16,9 ccm einer 
1-proz. Natriumnitrit-Lésung hinzugefiigt und nach 2—3 Min. der violette 
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Niederschlag abgenutscht. Das beim Nitrosieren freigewordene Jod wird mit 
96-proz. Alkohol weggewaschen, bis derselbe nahezu farblos erscheint, alsdann 
bis zur restlosen Entfarbung des Jods mit Benzol auf der Maschine geschiittelt, 
letzteres durch Aceton verdrangt, iiber Schwefelséure, zuletzt mit Phosphor- 
pentoxyd getrocknet. Ausb. 0,6 g eines violetten Pulvers, das sich in Wasser lost. 


6,46 mg Sbst.: 2,95 mg MoO,. 
(CpH,0,N,J)Mo,0,H. Ber. MoO, 30,81. Gef. MoO, 30,45. 


Zusammenfassung 


Es konnte gezeigt werden, daB 3.5-Dijod-tyrosin, Thyroxin und 
andere o-Dijod-phenol-Abké6mmlinge mit salpetriger Séure und Schwer- 
metallen innere Komplexsalze vom Typ der o-Chinonmonoxime bilden, 
die mit den o-Nitroso-phenolen tautomer sind. 

Ferner konnte wahrscheinlich gemacht werden, daB bei der Ein- 
wirkung von salpetriger Saure und Molybdansiure auf 3.5-Dijod- 
tyrosin, 3.5-Dijod-tyramin und 3.5-Dijod-hordenin Komplexverbin- 
dungen mit offener, d. h. nicht ringférmiger Struktur entstehen. 

Die Komplexverbindungen eignen sich zum Teil wegen ihrer 
charakteristischen Farben, auch in gréBeren Verdiinnungen, zum Nach- 
weis des 3.5-Dijod-tyrosins. 

Tyrosin, Tyraznin, Hordenin und Phenol reagieren mit salpetriger 
Saure und Schwermetallsalzen bzw. Molybdinsiure oder Phosphor- 
molybdanséure unter Komplexsalzbildung, die bei gleichen Reaktions- 
bedingungen viel langsamer als die mit 3.5-Dijod-tyrosin, 3.5-Dijod- 
tyramin und 3.5-Dijod-hordenin erfolgt. Die Komplexverbindungen 
des Tyrosins, Tyramins, Hordenins und Phenols sind vom gleichen che- 
mischen Aufbau wie die der ebengenannten o-Dijod-phenole. Sie unter- 
scheiden sich von diesen im wesentlichen durch ihre geringere Farb- 
intensitét, was mit dem Fehlen der farbverstairkenden Jodkomponente 
zusammenhangt und durch ihre Léslichkeit in Butylalkohol, wodurch 
man sie aus waBrigen Lésungen ausschiitteln kann. 

Die Komplexsalzbildung des 3.5-Dijod-tyrosins mit salpetriger 
Saure und Schwermetallen oder Molybdansiuren kann bei ungeniigender 
Beachtung der Reaktionsbedingungen, wie z. B. des Aciditétsgrades 
oder Oxydation statt Nitrosierung durch die salpetriger Saure, vdllig 
unterbunden werden. Derselbe unerwiinschte Effekt kann durch Gegen- 
wart anderer Komplexbildner wie z. B. Phosphorsiéure, Oxalsiure u. a. 
eintreten. 
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Zur quantitativen Bestimmung der Acetalphosphatide; 
Bemerkungen zu der Arbeit von Feulgen, Boguth und 
Andresen? 


Von 


Heinrich Waelsch 


Aus dem New York State Psychiatric Institute und dem Department of Biochemistry, 
College of Physicians and Surgeons, Columbia University, New York 


(Der Schriftleitung zugegangen am 6. Juni 1951) 


Feulgen und seine Mitarbeiter haben die Biochemie der Lipoide durch die 
Entdeckung und Bearbeitung der Acetalphosphatide mit einer interessanten und 
bedeutsamen Stoffgruppe bereichert. Die Arbeiten der Feulgenschen Schule haben 
ihren Héhepunkt in der Isolierung der Acetalphosphatide von gesattigten Fett- 
siuren aus Muskel erreicht?. Die kristallisierten Acetalphosphatide der gesattigten 
Fettsiuren des Gehirns sind kiirzlich durch die elegante Methode von Thann- 
hauser und Mitarbeitern zuginglich geworden®. 

Die Rolle der Acetalphosphatide und der in ihnen enthaltenen aliphatischen 
Aldehyde mit langer Kette (Plasmal) im Stoffwechsel ist unbekannt. Vor einigen 
Jahren haben wir die Frage aufgenommen und versucht, mit Hilfe von Deuterium 
als Indikator zu entscheiden, ob die im Plasmal enthaltenen Aldehyde eine Zwischen- 
stufe im Aufbau von Fettséuren darstellen. Auf Grund unserer Versuche kamen 
wir zum Schlusse, daB diese Aldehyde nicht an der Synthese und dem Transport 
der Fettséuren ganz allgemein beteiligt sind, sondern daB ihnen wahrscheinlich 
eine spezielle Rolle im Fettstoffwechsel zukommt*. Im Laufe dieser Untersuchungen, 
die zu einer Methode zur Isolierung des Plasmals aus relativ kleinen Gewebsmengen 
fiihrte®, haben wir uns notwendigerweise auch mit der Bestimmung des Plasmals 
und damit der Acetalphosphatide beschaftigen miissen. In unseren ersten Ver- 
suchen zur Bestimmung des Plasmals in Geweben wurde die urspriingliche Methode 
von Feulgen und Griinberg® nur durch Ersatz des von diesen Autoren benutzten 
Amylalkohols durch n-Octylalkohol modifiziert’?. Der Octylalkohol hat gegeniiber 
dem Amylalkohol den Vorteil, da8 er keine Firbung mit dem Schiffschen Reagens 
entwickelt, daB das gefarbte Reaktionsprodukt der Aldehyde in ihm stabil ist und 
daB die waBrige Phase von der alkoholischen leichter getrennt werden kann, als 
wenn Amylalkohol verwendet wird. 

Als Standardsubstanz fiir die quantitative Bestimmung des Plasmals haben 
Feulgen und Mitarbeiter den aus dem Thiosemicarbazon frisch dargestellten 
Palmitinaldehyd verwendet. Es ist klar, daB die Verwendung einer jedesmal frisch 
herzustellenden, labilen Standardsubstanz die Entwicklung einer Routinemethode 
sehr erschwert, und wir haben deshalb die Glycerinacetale des Palmitin- und 
Stearinaldehyds als Standardsubstanzen eingefiihrt®. Wahrend diese Acetale sich 
ausgezeichnet als bestandige Standardsubstanzen bewdhrten, zeigt sich, daB fiir 
volle Farbentwicklung die Mischung ungefahr 18 Stdn. bei 50° gehalten werden 
muBte. Dieses Verhalten unterscheidet die synthetischen Acetale grundsatzlich 
von den natiirlich verkommenden, da deren Aldehyde bei Zimmertemperatur und 
darunter volle Farbe in der gleichen oder einer kiirzeren Zeitspanne entwickeln. 
Das Verhalten der synthetischen Acetale machte es im Interesse von vergleich- 


1 R. Feulgen, W. Boguth u. G. Andresen, diese Z. 287, 90 [1951]. 

2 R. Feulgen u. Th. Bersin, diese Z. 260, 217 ([1939]. 

3 §. J. Thannhauser, N. F. Boncoddou. G. Schmidt, J. biol. Chemistry 
188, 417 [1951]. 

4G. Ehrlich u. H. Waelsch, J. biol. Chemistry 163, 195 [1946]. 

5 M. Anchel u. H. Waelsch, J. biol. Chemistry 145, 605 [1942]. 

6 R. Feulgen u. H. Grinberg, diese Z. 257, 161 [1938]. 

7 H. Waelsch, J. biol. Chemistry 140, CXXXVI [1941]. 

8 M. Anchel u. H. Waelsch, J. biol. Chemistry 152, 501 [1944]. 
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baren Versuchsbedingungen notwendig, die Schiffsche Reaktion auch mit Acetalen 
natiirlichen Ursprungs fiir 18 Stdn. bei 50’ auszufiihren. 

Zweifel an der Anwendbarkeit der Schiffschen Reaktion fiir die Bestimmung 
der Acetalphosphatide und ihrer Aldehyde in der von Feulgen vorgeschlagenen 
Arbeitsweise entstanden, als sich synthetisches Acetal, das einem Muskelextrakt 
zugesetzt worden war, nicht quantitativ wiederbestimmen lie. Diese Beobachtung 
fiihrte zu einer Untersuchung der Wirkung natiirlicher Lipoide und synthetischer 
Netzmittel (Detergents) auf die Schiffsche Reaktion, und es wurde gefunden, daB 
der Zusatz von oberflachen-aktiven Substanzen die Farbentwicklung der Aldehyde 
unterdriickt, wenn die Farbreaktion nach Feulgen in vorwiegend waBrigem 
Medium ausgefiihrt wurde®. 

In unseren Modellversuchen konnte die Wirkung der oberflichen-aktiven 
Substanzen dadurch praktisch vollkommen beseitigt werden, daB die Fuchsin- 
reaktion in einem Medium von 80-proz. Essigsiure ausgefiihrt wurde. Obwohl 
diese Versuche den Weg zu einer Beseitigung einer anscheinend wesentlichen Fehler- 
méglichkeit der Feulgenschen Verwendung der Schiffschen Reaktion wiesen, 
haben wir betont, daB Riickschliisse von Modellversuchen auf die Verhaltnisse in 
Gewebsextrakten nur mit Vorsicht gezogen werden diirfen. Wahrend wir bis jetzt 
die Schiffsche Reaktion in starker Essigsaure nicht fiir die Bestimmung von Plasmal 
in Geweben oder in Blut angewendet haben, hat Leupold?’ vor kurzem eine Be- 
stimmung des Plasmals im Serum unter Einhaltung der von uns vorgeschlagenen 
Bedingungen angegeben. 

Feulgen, Boguth und Andresen! haben nun vor kurzem eine modifizierte 
Bestimmung des Plasmals im Serum mitgeteilt, und in dieser Arbeit auch unsere 
Beobachtungen iiber die Wirkung oberflichen-aktiver Substanzen auf die Schiff- 
sche Reaktion wie auch die Versuche von Leupold diskutiert. Die Autoren nennen 
liebenswiirdigerweise den Effekt von oberflichen-aktiven Substanzen auf die 
Fuchsinreaktion den ,,Waelsch-Effekt*‘. Obwohl sie selbst Beispiele aus ihrer eigenen 
Erfahrung fiir die Existenz des ,,Effekts“‘ geben und seine Realitat fiir geniigend 
bewiesen halten, um ihm einen Namen zu geben, versuchen sie aber dann, das 
kaum getaufte Kind durch Diskussion wieder ins Jenseits zu beférdern. Feulgen 
und Mitarbeiter betonen, daB der ,,Waelsch-Effekt“‘ auf Grund unserer Versuche 
sich anscheinend nur bei der Verwendung der Acetale, aber nicht bei der von 
freien Aldehyden nachweisen laBt. Die genauere Durchsicht einer unserer Tabellen 
(9, Seite 549) lehrt, daB der Zusatz von 20mg Phosphatid zu 20 Palmitinaldehyd 
die Farbentwicklung zu 60 /, unterdriickte. Es soll auch hervorgehoben werden, 
daB der Zusatz eines Netzmittels 5 Stdn. nach Beginn der Farbreaktion noch zu 
einer Unterdriickung der Farbe fiihrte. In ihrer neuen Methode trennen Feulgen 
und Mitarbeiter die Hydrolyse der Acetalphosphatide mit Saure von der Farb- 
reaktion der freigemachten Aldehyde. Unsere Kritik, die vor drei Jahren veréffent- 
licht wurde, bezog sich auf die bis dahin mitgeteilten Methoden. 

Es kann auf Grund der bis jetzt mitgeteilten Versuche von Feulgen und Mit- 
arbeitern! nicht entschieden werden, inwieweit ihre neue Methode durch den 
,, Waelsch-Effekt“ beeintrichtigt werden wird, da die Autoren auBer der Methode 
keine Kontrollbestimmungen mitteilen. Es darf aber vermutet werden, da8B der 
Einflu8 von oberflichen-aktiven Substanzen auf die Schiffsche Reaktion des Plas- 
mals qualitativ immer vorhanden sein wird, obwohl er durch eine besonders gliick- 
liche Wahl der physikalisch-chemischen Bedingungen, unter denen die Farbentwick- 
lung ausgefiihrt wird, zu einer vernachlassigbaren Stérung heruntergedriickt werden 
mag. Es ware fraglos wiinschenswert, wenn die nun leichter zuganglichen Acetal- 
phosphatide als Standardsubstanzen herangezogen werden kénnten. Nur mit ihnen 
als Bezugsmaterial wird der Wert der neuen und alteren Feulgenschen Methoden, 
wie auch das AusmaB des ,,Waelsch-Effekts“ wirklich beurteilt werden kénnen. 


® G. Ehrlich, H. E. Taylor u. H. Waelsch, J. biol. Chemistry 173, 547 
[1948]. 
10 F, Leupold, diese Z, 285, 2167[1950]. 
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Ein neues Fallungsmittel fiir Kreatinin 
Von 
Hans Walther Stein 


Aus dem Forschungslaboratorium der Univ.-Kinderklinik, Miinchen, 
Leiter: Prof. Dr. phil. et med. Ginther Malyoth 


(Der Schriftleitung zugegangen am 25. Juni 1951) 


Auf Grund eines Hinweises von Rosenthaler}, da8 Fallungsmittel fiir 
Kalium und Ammonium gleichzeitig Alkaloidfallungsmittel zu sein pflegen, ver- 
suchten Ackermann und Maurer? die Fallung des Kreatinins mit Hilfe des 
Magnesiumsalzes des Dipikrylamins. Kreatinin bildet zwar ein ,,Hexylat“, doch 
gelingt die Fallung nur, wenn die Konzentration des Kreatinins mindestens 1:20 
betragt. 

Rieben® empfiehlt zur Kaliumbestimmung die Phosphor-12-wolframsaure. 
1,16 mg Kalium-phosphor-12-wolframat sind nach Angabe von Rieben in 100 ccm 
Wasser bei 25° léslich. 

Wir benutzten das gleiche Fallungsreagenz wie Rieben, eine 4-proz. waBrige . 
Lésung von Phosphor-12-wolframsaure nach Rieben und van Slyke (Anachemia 
Ltd. Montreal), Mit Kreatinin erhielten wir in einer Verdiinnung von 1:7000 noch 
einen weiBen Niederschlag. Auch Cholin und Acetylcholin werden durch Phosphor- 
12-wolframsaure gefallt. Wahrend die Fallung des Cholins noch in einer Verdiinnung 
von 1:10000 méglich ist, gelingt sie beim Acetylcholin sogar in einer Verdiinnung 
von 1:100000. 

1 L. Rosenthaler, Schweiz. Apotheker-Ztg. 61, Nr. 10 [1923]. 

2 D. Ackermann u. H. Maurer, diese Z. 279, 114 [1943]. 

3 W.K.Rieben, Uber die Kaliumbestimmung in biologischen Substanzen, 
Benno Schwabe u. Co., Basel 1947. 


Uber das Vorkommen von Kynurin in Seidenspinnerpuppen 
Von 


Adolf Butenandt, Peter Karlson und Wolfram Zillig 


Aus dem Max-Planck-Institut fiir Biochemie und dem Physiologisch-Chemischen Institut 
der Universitat Tiibingen 


(Der Schriftleitung zugegangen am 16. Juli 1951) 


Im Rahmen unserer Untersuchungen iiber Insektenwirkstoffe’? 
haben wir 1943 mit der Bearbeitung des Puparisierungshormons 
der Fliegen begonnen, dessen Physiologie durch die Arbeiten von 
Becker und Plagge*4 im wesentlichen geklart ist. Wirksame Extrakte 


1 A. Butenandt, Abhandl. Tisza Istvan-Ges. d. Wiss., Debrecen 1943; 
A. Butenandt, W. Weidel, R. Weichert u. W. v. Derjugin, diese Z. 279, 
27 [1943]; A. Butenandt, Angew. Chem. 61, 262 [1949]; A. Butenandt, 
W. Weidel u. H. SchloBberger, Z. Naturforschg. 4b, 242 [1949]. 

2 A. Butenandt, P. Karlson u. G. Hannes, Biol. Zbl. 65, 41 [1946]. 

3 E. Becker u. E. Plagge, Biol. Zbl. 59, 326 [1939]. 
4 E. Becker, Biol, Zbl. 61, 360 [1941]. 
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konnten aus den Puppen der SchmeiBfliege Calliphora erythrocephala 
Meig. und des Seidenspinners Bombyx mori L. gewonnen werden. Die 
Anreicherung dieser Extrakte in bezug auf den Puparisierungswirkstoff 
fiihrte zu physiologisch hochaktiven Priparaten, iiber die spiter be- 
richtet werden soll; aus Nebenfraktionen des Anreicherungsganges 
konnten einige kristallisierte, einheitliche Substanzen isoliert werden, 
die das Puparisierungshormon zum Teil bis in hohe Reinheitsgrade 
begleiten. Obwohl diese Stoffe keine Puparisierungswirksamkeit be- 
sitzen, haben wir sie néher untersucht in der Hoffnung, Hinweise auf 
die chemische Stoffkiasse zu erhalten, der das gesuchte Hormon még- 
licherweise angehéren kénnte. 

Zu unserer Uberraschung erwies sich einer der aus Bombyx-Puppen 
isolierten Stoffe als Kynurin (I). Kynurin (4-Oxy-chinolin) ist das 
Decarboxylierungsprodukt der Kynurensiaure (II) und steht damit 
in naher Beziehung zum Kynurenin (III), dem: v+-genabhangigen 
Chromogen der Augenfarbstoffe bei Insekten®®. 

Zur Gewinnung der Rohausziige wurden getrocknete und entfettete Puppen 
des Seidenspinners mit Methanol extrahiert. Die weitere Reinigung des Methanol- 
extraktes geschah durch mehrfache Verteilung zwischen Wasser und organischen 
Lésungsmitteln und durch wiederholte Chromatographie an Aluminiumoxyd aus 
Essigester-Butanol- .bzw. Essigester-Methanol-Gemischen. Aus einer Fraktion 
der Chromatogramme wurde ein Kristallisat isoliert, das nach mehrfachem Um- 
lésen bei 199—200° schmilzt. Insgesamt fielen aus 200 kg Trockenpuppen 605 mg 
reine Substanz an; es ist jedoch als sicher anzunehmen, daB in den éligen Mutter- 
laugen noch weitere Anteile enthalten sind. 

Die analytische Zusammensetzung des Kristallisates wies auf die 
Bruttoformel C,H,ON, das Ultraviolettabsorptionsspektrum (Abb. 1) 
sprach fiir das Vorliegen eines Chinolinderivates. Die Substanz gab 
beim Eindampfen mit Kaliumchlorat und Salzsiure nach Befeuchten 
mit Ammoniak die fiir 4- und 6-Oxy-chinoline charakteristische Griin- 
farbung (Jaffesche Reaktion). Bei der Einwirkung von Diazomethan 
entstand ein O-Methylather, der durch sein Pikrat vom Schmp. 
198° charakterisiert und durch Erhitzen auf 300° in die N-Methyl- 
verbindung vom Schmp. 139° umgelagert wurde. Da diese Eigenschaften 
denen des Kynurins”® (I) vdéllig entsprechen, wurde dieses durch 
Decarboxylierung von Kynurensiaure (II) hergestellt und mit unserem 
Priparat verglichen. Es zeigte sich viéllge Ubereinstimmung im che- 
mischen Verhalten und in den physikalischen Daten; der Mischschmelz- 
punkt ergab keine Depression, Gemische mit einer Fremdsubstanz im 
Kontaktpraparat nach Kofler® lieferten gleiche Eutektika. Damit ist 
die Identitét der von uns isolierten Verbindung mit Kynurin sicher- 
gestellt. 


5 A. Butenandt, W. Weidel u. E. Becker, Naturwiss. 28, 63 [1940]. 
®° E. Becker, Z. indukt. Abstamm,- u. Vererbungsl. 80, 157 [1942]. 

? Schmiedeberg u. O. Schulten, Liebigs Ann. Chem. 164, 158 [1872]. 
8 H. Meyer, Mh. Chem. 27, 255 [1906]. 

® A. Kofler, Naturwiss, 31, 553 [1943]. 





Bd. 288 (1951) Uber das Vorkommen von Kynurin in Seidenspinnerpuppen 127 


Im Test am abgeschniirten Abdomen von Calliphora-Larven* ist Kynurin 
mit 100 y pro Tier ohne Wirksamkeit. Im Futtertest an Drosophila melanogaster- 


Larven der Rassen vbw und cnbw! wirkt die Substanz in 2-proz. Beimischung 
toxisch. 






































300 Ty 550 


Abb. 1. UV-Absorptionsspektrum von Kynurin aus Seidenspinnerpuppon (—), 
verglichen mit dem Spektrum von Kynurin, dargestellt aus Kynurinsaure (- - -). 


Mit dem Kynurin ist ein weiteres bisher in biologischem Material 
noch nicht aufgefundenes Produkt des Tryptophanstoffwechsels isoliert 
worden*. Es diirfte ein Folgeprodukt des Kynurenins (III) sein, das 


* Wir kénnen natiirlich nicht mit Sicherheit ausschlieBen, daB das Kynurin 
wahrend der Aufarbeitung aus Kynurensaure entstanden ist, halten es aber fiir un- 
wahrscheinlich, da die Decarboxylierung reiner Kynurensaure erst bei 250° einsetzt. 
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als genabhangige Vorstufe der im Insektenreich verbreiteten Ommo- 
chrompigmente® und der Nicotinsiure!® Interesse erregt hat; formal 
1aBt es sich durch oxydative Desaminierung, Decarboxylierung und 
Chinolin-Ringschlu8 von diesem herleiten. Méglicherweise wird Ky- 
nurenin vor der Desaminierung decarboxyliert; daher ist die Unter- 
suchung des als Vorstufe des Kynurins in Betracht kommenden Kynur- 
amins (IV) von Interesse. 


OH OH 
JN /~ arvyr 
() XT Neste 
\/ \nF \/ \NF 


II 


O 


Il 
( ay © \ cH, cH.COOH 7 “e a5 CH, 
\N NH, NH H, 


Beschreibung der Versuche 


Gewinnung und Reinigung der Extrakte 

Getrocknete Puppen des Seidenspinners, Bombyx mori L., wurden mit Benzin 
entfettet und mit Methanol in der Kalte oder mit 70-proz. Alkohol in der Warme 
extrahiert. Der Extrakt wurde eingedampft, falls erforderlich durch Verteilung 
zwischen 80-proz. Methanol und Petrolither von fettigen Substanzen befreit, in 
Wasser aufgenommen und mit Butanol ausgeschiittelt. Die Butanollésung wurde 
neutral gewaschen, eingedampft, der Riickstand in Butanol iiber eine Aluminium- 
oxyd-Saule filtriert und eingedampft. Das hinterbliebene Ol wurde in Wasser 
aufgenommen und mit Ather und Essigester ausgeschiittelt; der Trockenriickstand 
der waBrigen Phase wurde in Butanol-Essigester 1:1 gelést und an Aluminium- 
oxyd der Aktivitatsstufe IV nach Brockmann" chromatographiert. Die mit 
Essigester-Butanol 1:1 erhaltenen, nur schwach wirksamen Eiuate wurden ver- 
einigt und erneut an Aluminiumoxyd der Aktivitatsstufe III chromatographiert. 


Isolierung des Kynurins 
Aus dem mit Essigester-Methanol 3:1 erhaltenen Eluat dieser Chromatographie 
(Frakt. 12) wurden 165 mg eines Kristallisates erhalten, das nach Umlésen aus 
Essigester-Methanol, Aceton-Methanol und Dioxan farblose Prismen vom Schmp. 
199— 200° bildet. Das UV-Absorptionsspektrum (in alkoh. Lésung) ist in Abb. 1 
wiedergegeben. Werden einige Kristalle mit KCIO, und HCl abgedampft, so farbt 
sich der Riickstand beim Befeuchten mit Ammoniak griin. 
4,512 mg Sbst.: 12,280 mg CO,, 1,890 mg H,O. — 2,686 mg Sbst. 0,242 ccm 
N, (722 mm, 28°). 
C,H,ON. Ber. C 74,46, H 4,85, N 9,65. 
Gef. C 74,27, H 4,69, N 9,72. 


10 G. W. Beadle, H. K. Mitchell u. J. F. Nyc, Proc. Nat. Acad. Sci. 33, 


155 [1947]. 
11H. Brockmann u. B. Schodder, Ber. dtsch. chem. Ges. 74, 73 [1942]. 
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Methylderivate: 50mg Substanz wurden in 10 ccm atherischer Diazo- 
methanlésung unter Zusatz von wenig Methanol suspendiert und 15 Stdn. 
bei Zimmertemperatur geschiittelt. Beim Eindampfen wurde ein 01 erhalten, das 
mit alkohol. Pikrinsiure ein Pikrat lieferte: feine gelbe Nadeln aus Alkohol, 
Schmp. 198°. — 39 mg des Oles wurden 2 Min. auf 300° erhitzt und das Reaktions- 
produkt mit Methanol ausgezogen. Beim Einengen der Methanollésung kristal- 
lisierten 4 mg einer Substanz vom Schmp. 139° (Literaturangabe® fiir N-Methyl- 
kynurin: 143°). 


Kynurin aus Kynurensaure 


In Abwandlung der Vorschrift von Schmiedeberg und Schulten? wurden 
200 mg Kynurensaure mit wenig Aktivkupfer C gemischt und unter Stickstoff 
15 Min. auf 252° erhitzt. Das Rohprodukt wurde aus Essigester und Aceton um- 
kristallisiert: unregelmaBig ausgebildete Kristalle vom Schmp. 200°. Jaffé- 
Reaktion positiv; UV-Spektrum siehe Abb. 1. 

Der Mischschmelzpunkt mit dem aus Insektenmaterial isolierten Praparat 
zeigte keine Depression. Im Kontaktpraparat mit Benzanilid (Schmp. 161°) nach 
Kofler® trat die Bildung einer Molekilverbindung vom Schmp. 157° ein; das 
Eutektikum von Kynurin + Molekiilverbindung schmolz bei 131,5°, von Molekiil- 
verbindung + Benzanilid bei 133,5°. Das synthetische Kynurin und der Natur- 
stoff zeigten dabei ein vollig gleiches Verhalten. 

Bei der Behandlung mit Diazomethan entsteht aus Kynurin der von H. Meyer® 
beschriebene O-Methylather, der durch sein Pikrat vom Schmp. und Misch- 
schmp. 198° (Kofler) charakterisiert wurde. 


Zusammmenfassung 
Bei der Aufarbeitung von Extrakten aus Seidenspinnerpuppen 
(Bombyx mori L.) wurde Kynurin (4-Oxy-chinolin) isoliert und iden- 
tifiziert. Es ist anzunehmen, da8 das Kynurin im Insektenorganismus 
aus Kynurenin entstanden ist. 


Uber neue acetylcholinahnliche Verbindungen 
Von 


Helmut Niemer und Ansgar von Schlichtegroll 
Aus dem Physiologisch-chemischen Institut der Universitat Miinchen 
(Der Schriftleitung zugegangen am 11. Juli 1951) 


Vor kurzem haben wir Verbindungen beschrieben, die als Aus- 
gangsmaterial zur Darstellung entsprechender acetylierter Verbindungen 
dienen sollten!. Zunachst haben wir das nach unserer Methode her- 
gestellte Trimethyl-chloroxyaéthyl-ammoniumchlorid 24 Stdn. mit 
feuchtem Silberoxyd in wasseriger Lésung digeriert. Wir erhielten dabei 
das Trimethyl-[«,f-dioxy-athyl]-ammonium (I) und konnten es 
als Perchlorat isolieren. 


1H. Niemer u. A. v. Schlichtegroll, diese Z. 288, 47 [1951]. 
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Grundsatzlich gibt es zwei Méglichkeiten zur Acetylierung der 
genannten Verbindungen: Die Acetylierung kann am «- oder £-Kohlen- 
stoffatom oder aber an beiden erfolgen. Bei den einfach acetylierten 
Verbindungen laBt sich der Ort der Acetylgruppe im Molekiil zunichst 
nicht festlegen. Wir erhielten ein Trimethyl-acetoxy-oxyathyl- 
ammonium (II) aus dem Perchlorat des Trimethyl-[«,8-dioxy-athyl ]- 
ammoniums durch Behandeln mit Essigsiiureanhydrid und Schwefel- 
siure. Das sehr hygroskopische Produkt wurde als Perchlorat fixiert. 
Bei Zugabe von Perchlorsiure im Uberschu8 jedoch wird die Ace- 
tylgruppe im Molekil wenigstens teilweise durch Perchlorséure er- 
setzt, so daB die Analyse in diesem Falle viel zu hohe Perchloratwerte 
liefert. 

Vom Trimethyl-chlor-oxyathyl-ammoniumchlorid ausgehend, er- 
halt man mit Essigsiureanhydrid und Schwefelsiure ebenfalls ein weiBes 
stark hygroskopisches Produkt, bei dem es sich vermutlich um das 
Trimethyl-acetoxy-chlorithyl-ammonium handelt. Die Fixierung als 
Perchlorat gelingt jedoch nicht, da die Perchlorsiure schon bei Ver- 
wendung der berechneten Menge die Acetylgruppe im Molekiil min- 
destens zum Teil ersetzt, so da die Analyse auch hier zu hohe Per- 
chloratwerte ergibt. 

Setzt man jedoch das Bromadditionsprodukt des Trimethyl-[«,f- 
dichlor-athyl]-ammoniumchlorids mit Silberacetat um, so erhalt man 
bei Verwendung eines halben Mol. Perchlorsiiure ein Doppelmolekiil, 
das aus einem Molekiil Perchlorat und einem Molekiil Acetat des Tri- 
methyl[-«,f-diacetoxy-athyl]-ammoniums (III) besteht. Ver- 
wendet man jedoch die berechnete Menge Perchlorsiure, so erhalt man 
das Perchlorat des Trimethyl-[«,f-diacetoxy-athyl]-ammoniums (IV). 
Es gelingt auch, das Acetat der beschriebenen Base, das ja zuniachst 
bei strengstem AusschluB8 von Feuchtigkeit entsteht, zu erhalten. Diese 
Verbindung besteht aus farblosem, gut ausgebildeten Rauten, die jedoch 
stark hygroskopisch und daher zur Analyse wenig geeignet sind. 

Wir haben auch das bereits von Bode? und Renshaw? dargestellte 
Dibromneurin als Perchlorat isoliert und wie oben beschrieben, acety- 
liert. Dabei erhielten wir eine Substanz, die 34,7°/, Perchlorat enthielt. 
Dieser Wert liegt zwischen 32,8°/, (Perchloratwert des Trimethyl- 
[«,f-diacetoxy-athyl]-ammoniumperchlorates (IV) und 38,4°/, (Per- 
chloratwert des Trimethyl-acetoxy-oxyiathyl-ammonium-perchlorates) 
(II). Es handelt sich hier also offenbar um ein Gemisch dieser beiden 
Verbindungen. 

Uber die biologische Wirksamkeit dieser von uns dargestellten 
acetylcholinahnlichen Verbindungen werden wir in Kiirze berichten. 


2 Bode, Liebigs Ann. Chem. 267, 289 [1892]. 
® Renshaw u. Ware, J. amer. chem. Soc. 47, 2989 [1925]. 
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Reaktions-Schema 


[(CH,)s=N*—CHOH-CH,Cl] ({(CH,),;=N*—CHCI-CH,OH }) 
Trimethy]-chloroxy-athyl-ammonium 
Ag,O J 


[(CH,)s=N*t—CHOH-CH,OH | 
Trimethyl-[a,8-dioxy-athyl]-ammonium (I) 
armamreney x | 


250, 


[(CH,).=N t—-CHO-ac-CH,OH] oder [(CH,);=N*—CHOH-CH,0-ac] 
Trimethyl-acetoxy-oxyaéthyl-ammonium (II) 


[(CH,)s=N*—CHCl-CH,ClJCl- + Br, 
Bromadditionsprodukt des Trimethyl-[«,f-dichlor-athy] ]-ammoniumchlorids 


Ag-Acetat | Ag-Acetat 
1/, Mol. HC10, 1 Mol. HCI0, 
y 


[(CH,)3 =N *—CHO-ac-CH,0-ac | O-ae- 


- + 2H,0O 
[(CH,),=N*—CHO.ac-CH,0-ac]ClO,- : [(CH,),=N *—CHO.ac-CH,0-ac]ClO,— 
Doppelmolekiil des Trimethyl- Perchlorat des Trimethyl- 
[«,f-diacetoxy-athyl ]-ammoniums (IIT) [«,B-diacetoxy-athyl]-ammoniums (IV) 


Beschreibung der Versuche 
Trimethyl-[a,f-dioxy-athyl]-ammoniumperchlorat (I). 


2,0 g Trimethyl-chloroxy-athyl-ammoniumchlorid werden in 20 ccm 
Wasser gelést und feuchtes Silberoxyd in groBem Uberschu8 zugegeben. Man 
erkennt den Uberschu8 an einer Grau-schwarz-Farbung des Ansatzes. Man laBt 
24 Stdn. bei Zimmertemperatur unter LichtabschluB und 6fterem Umschiitteln 
stehen. Hierauf wird abfiltriert, die Lésung i. V. stark eingeengt und so lange mit 
einer 70-proz. Uberchlorsaiure versetzt, bis kein weiterer Niederschlag mehr auf- 
tritt. Das abfiltrierte Rohprodukt wird aus absolutem Methanol/Ather umkristal- 
lisiert. Farblose Kristalle. Schmp. 238°. 

17,9 mg Sbst.: 11,4 mg KCIO,. 


C,H,,0,N-Cl0,. Ber. C10,- 45,3. 
Gef. Cl0,- 45,6. 


Trimethyl-acetoxy-oxyathyl-ammoniumperchlorat (II). 


1,5 g Trimethy]-[«,f-dioxy-athyl]-ammonium-perchlorat werden mit 
einem Uberschu8 von Essigsiureanhydrid und sehr wenig konz. Schwefel- 
siure im Wasserbad schwach erwarmt; die beginnende Acetylierung ist am Sieden 
des Gemisches zu erkennen. Nach dem Erkalten fallt man das Produkt mit absol. 
Ather aus. Nach Absaugen wird nochmals aus Essigsiureanhydrid/Ather um- 
kristallisiert. 

WeiBe, schwach hygroskopische Kristalle. Schmp. unklar: Beginn bei 205° 
unter Gasentwicklung, Ende bei 225°. 


17,0 mg Sbst.: 9,15 mg KCI0,. 


C,H,,0,N-ClO,. Ber. ClO,~ 38,40. 
Gef. C1O,- 38,49. 





132 Uber neue acetylcholinahnliche Verbindungen Bd. 288 (1951) 


Doppelmolekiil aus dem Acetat und Perchlorat des Trimethyl-(a,f- 
diacetoxy-athyl)-ammoniums + 2 H,0 (III). 

3,0 g Bromadditionsprodukt des Trimethy]-[«,f-dichlor-athyl]-ammo- 
niumchlorids werden in Eisessig gelést und mit frisch umkristallisiertem Silber- 
acetat versetzt. Man léBt 3 bis 4 Tage stehen und iiberzeugt sich in dieser Zeit 
durch kleine abfiltrierte Proben davon, daB ein Uberschu8 von Silberionen vor- 
handen ist. Anderenfalls wird nochmals Silberacetat zugegeben. Hierauf filtriert 
man ab und wascht den Niederschlag mit etwas Essigsiureanhydrid nach. Durch 
Zugabe von Acetylchlorid werden die Silberionen als Chlorsilber ausgefallt. 
Das silberfreie Filtrat hiervon enthalt dann auBer dem Hauptprodukt nur Essig- 
siureanhydrid und einen kleinen Uberschu8 von Acetylchlorid. Man dampft nun 
bei 60° i. V. méglichst rasch zur Trockne ein, um eine Zersetzung des vorhandenen 
Acetylchlorids zu vermeiden. Das trockene Rohprodukt wird mit der Halfte der 
berechneten Menge (70-proz.) Uberchlorsiure versetzt und mit absol. Ather ge- 
fallt. Das Rohprodukt wird hierauf nochmals aus Essigsiureanhydrid/Ather um- 
kristallisiert. 

WeiBe, ziemlich hygroskopische gefiederte Nadeln, die vor der Analyse im 
Exsiccator getrocknet werden. Schmp. unklar: Beginn bei 210° unter Gasent- 
wicklung, Ende bei ungefahr 234°. 

24,0 mg Sbst.: 5,5 mg KCIO,. 

(C,H,,0,N) , OCOCH, + (C,H,,0,N)-ClO, + 2H,O. Ber. ClO, 16,4. 

Gef. ClO,~ 16,4. 


Trimethyl-[a,B-diacetoxy-athyl]-ammoniumperchlorat (IV). 

Die Darstellung dieser Substanz unterscheidet sich nicht von der des oben 
beschriebenen Doppelsalzes, nur wird die 4 quimolekulare Menge 70-proz. Per- 
chlorsaure zugegeben. Man kann die richtige Menge Perchlorséure auch daran 
erkennen, daB eine kleine Probe des kristailinen Reaktionsproduktes auf dem 
Objekttrager an der Luft bestandig bleibt, ohne zu zerflieBen. Die Kristalle des 
oben beschriebenen Doppelsalzes dagegen sind an der Luft unbestandig und zer- 
flieBen sofort. Schmp. 120°. 

54,2 mg Sbst.: 25,5 mg KCIO,. 

C,H,,0,N-ClO,. Ber.: ClO,~ 32,8. 
Gef.: ClO,- 32,9. 


Wir danken Herrn Dr. Alfred Vogel fiir die sorgfaltige Ausfiihrung der Per- 
chloratanalysen. Es ist dabei gelungen, die von Arndt und Nachtwey‘ beschriebene 
Methodik als Mikroverfahren umzuarbeiten, das sehr genaue und zuverlassige 
Resultate liefert. Es soll dariiber an anderem Ort berichtet werden. 

Die vorliegende Arbeit wurde in groBziigiger Weise durch Mittel der Not- 
gemeinschaft der Deutschen Wissenschaft unterstiitzt. 


Zusammenfassung 


Es werden neue acetylcholinihnliche Verbindungen beschrieben, 
die aus dem Bromadditionsprodukt des Trimethyl-[«,6-dichlor-athyl]- 
ammoniumchlorids durch Umsetzen mit Silberacetat bzw. aus dem 
Trimethyl-[«,8-dioxy-athyl|-ammoniumchlorid durch Umsetzen mit 
Essigsiureanhydrid und Schwefelsiure erhalten werden. 


4 Arndt u. Nachtwey, Ber. dtsch. chem. Ges. 59, 446 [1926]. 
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Stufenphotometrische Pregnandiolbestimmung 
Von 
Hedwig Ehrlich-Gomolka und Fritz Cekon 


Aus dem Medizin.-chem. Institut d. Univ. Wien und der gynakol.-geburtshilfl. Abteilung 
des Krankenhauses der Stadt Wien-Lainz 


(Der Schriftleitung zugegangen am 12. Mai 1951) 


Das im Organismus gebildete Gelbkérperhormon wird zu Pregnan- 
diol (= Pr.) abgebaut, an Glucuronséure gebunden und im Harn aus- 
geschieden. Das gilt sowohl von dem im Ovar und wahrscheinlich auch 
von dem in der Nebenniere gebildeten Progesteron!. Pr. ist ein biolo- 
gisch inaktives Steroid, das im Harn von Frauen und in ganz geringen 
Mengen in dem von Mannern®? gefunden wird. 

Fir die quantitative Bestimmung von Pr. im menschlichen Harn 
wurden mannigfaltige Methoden beschrieben. Das Originalverfahren 
von Venning!, bei dem das Natriumpregnandiolglucuronat 
(= NaPrgl.) aus dem Harn extrahiert, der Extrakt einer Entmischung 
zwischen verdiinnter Natronlauge und Butanol unterworfen und nach 
erfolgter Reinigung gewogen wird, ist vielleicht noch immer das am 
haufigsten angewandte. Diese Methode, wenn auch zeitraubend, miih- 
sam und nur durch einen chemisch geniigend Vorgebildeten ausfiihrbar, 
gibt zufriedenstellende Ergebnisse bei Harnen, die mehr als 10O—15 mg 
Pr. in der 24-Stdn.-Harnmenge enthalten. Die Identitaét des End- 
produktes ist manchmal in Frage gestellt, wenn nur kleine Mengen des 
Stoffes im Harn vorhanden sind, so daB es sich bei dieser Methode als 
notwendig erwiesen hat, fiir eine einzige Bestimmung eine ganze 24-Stdn.- 
Probe oder sogar eine von 48 Stdn. zu verwenden, um aus dem Harn 
soviel NaPrgl. zu erhalten, daB es genau gewogen werden kann. Eine 
Modifikation obiger Methode durch Westphal? erméglicht zwar die 
Bestimmung von Pr. in Form seines schwer léslichen Bariumsalzes im 
24-Stdn.-Harn, ist aber, wenn auch exakter, noch miihsamer als die 
Methode von Venning. 

Andere Methoden fiir die Bestimmung von Pr. als dessen Glucuronid 


1 U. Westphal, Naturwiss. 28, 465 [1940]; E.H. Venning, u. J.8.L. 
Browne, J. biol. Chemistry 119, 473 [1938]; J. S. L. Browne u. E. M. Venning, 
Lancet 1507 [1936]; J. S. L. Browne u. E. H. Venning, Amer. J. Physiol. 128, 
26 [1938]; R. B. Wilson, L. M. Randall u. A. E. Osterberg, Proc. Staff. Meet. 
Mayo-Clin. 18, 197, 813 [1938]; 14, 8 [1939]; Amer. J. Obstetr. Gynecol. 37, 59 
[1939]; H. Knaus, Zbl. Gynak. 58, 2196 [1929]; Miller, Klin. Wschr. 19, 318 
pee K. Rak, Z. Geburtshilfe 130, 307 [1949]; Hofmann, Zbl. Gynakol. 26, 
[1940]; 4, 158 (1944); T. Reichstein, Erginz. Vitam. Forschung I, 334 [1948]; 
F. Verzar, Helv. physiol. et pharm. Acta 1, 389 [1943]; T. Reichstein, ebenda 
19, 29 [1941]; Callow u. Parkes, Amer. J. Physiol. 87, 16 [1937]; D. Beall u. 
T. Reichstein, Nature [London] 142, 479 [1938]. 

° U. Westphal, diese Z. 281, 14 [1944]. 
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wurden von Allen und Viergiver*®, Jayle, Crepy und Wolf}, 
Bisset, Brooksbank und Haslewood? beschrieben. Diese Methoden 
scheinen etwas weniger miihsam und bei weitem empfindlicher als die 
Venningsche Methode zu sein, sind aber nicht hinreichend spezifisch®. 

Astwood und Jones sowie Talbot, Berman, Mac Lachlan 
und Wolfe’ entwickelten ein Verfahren, bei dem das freie Steroid 
bewertet wird. Bei ersterer Methode wird der Harn mit Siure gekocht, 
um das Glucuronid zu hydrolysieren und das auf diese Art freiwerdende 
Pr. wird mit Toluol extrahiert, gereinigt und gewogen. Das Verfahren 
von Talbot und Mitarbb. stellt eine bedeutende Verbesserung obiger 
Methode dar. Das im Astwood-Verfahren gereinigte Pr. wird bei Talbot 
mit konz. Schwefelséiure versetzt und die daraus resultierende gelbe 
Farbe kolorimetrisch geschiatzt. 

Alle nun folgenden Arbeiten, die sich sowohl mit der qualitativen 
als auch mit der quantitativen Schatzung des Pr. im Harn befassen, 
beruhen auf der Methode von Astwood und Talbot. Diese Methoden 
wurden entweder modifiziert und erweitert, wie es z. B. Sommerville, 
Gough und Marrian, Mack und Mitarbb.® und andere taten, oder 
es wurden beide Methoden vereinigt, wie-es z. B. bei Guterman® der 
Fall ist. Der ‘sogenannte ,,Guterman-Test* fiir Harnpregnandiol hat 
in seiner Anwendung Zustimmung und Ablehnung gefunden’. 

Der Zweck der in dieser Abhandlung beschriebenen Arbeit war eine 
mdglichst einfache, rasche und dabei doch relativ genaue und spezifische 
Methode zu finden, die sich fiir klinische Studien der Harnpregnandiol- 
ausscheidung und zur Unterstiitzung von Diagnose und Prognose in der 
Gynikologie und Geburtshilfe eignet. 


Beschreibung der Versuche 
Um eine Verunreinigung der Harnextrakte mit gefarbtem oder chromogenem 
Material aus Gummi- oder Korkstépseln zu vermeiden, wurden Schliffapparaturen 
verwendet. Das Toluol war schwefelfrei und die fiir die Herstellung der Eichkurve 
und Riickgewinnungsversuche verwendeten Pregnandiol- und Natriumpregnandiol- 
glucuronatmengen waren gereinigt und zeigten die typischen Schmelzpunkte*. 


* Wir danken an dieser Stelle der Fa. Ciba, Basel, fiir die Bereitstellung 
verschiedener Reagenzien und der Fa. Mc Kenney, Montreal, Kanada, fiir das 
benétigte Pr. und NaPrgl. 

3 W.M. Allen u. E. Viergiver, J. biol. Chemistry 141, 837 [1941]. 

4M. Jayle, O.Crepy u. P. Wolf, Bull. Soc. Chim. biol. 25, 308 [1943]. 

5 N. G. Bisset, B. W. L. Brooksbank u. G. A. D. Haslewood, Biochem. 
J. 41, XLII [1947]; G. A. D. Haslewood, J. Endocrinol. Proc. Soc. Endocrin. 5, 


79 [1948]. 
6 1. F. Sommerville, N. Gough u. G. F. Marrian, J. Endocrinol. 5, 247 


[1948]. 

7 E. B. Astwood u. G.E.S8. Jones, J. biol. Chemistry 1387, 397 [1941]; 
N. B. Talbot, R.A. Bermann, E. A. Mac Lachlan u. J. K. Wolfe, J. clin. 
Endocrinol. 1, 668 [1941]. 

8 H.S. Guterman, J. clin. Endocrinol. 4, 262 [1945]; 5, 407 [1945]; J. Amer. 
med. Ass. 131, 378 [1946]; H.S. Guterman u. B.S. Schroeder, J. Lab. clin. 
Med. 38, 356 [1948]. 

® G. Me Cormack, Amer. J. Obstetr. Gynecol. 51, 722 [1946]. 
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1. Hydrolyse und Extraktion: Fiir die einzelnen Gewinnungsversuche 
wurden je 100 ml von 24-Stdn.-Mannerharnproben beniitzt, denen die entsprechen- 
den Mengen von NaPrgl. beigefiigt wurden. Zur Kontrolle lief jedesmal eine Leer- 
bestimmung. Diese 100-ml-Harnportionen wurden mit je 50 ml Toluol und 10 ml 
reiner konz. Salzsiure versetzt und 5—30 Min. gekocht und zur Gewinnung des 
Toluolextraktes, wie 8. 139 beschrieben, aufgearbeitet. Die Mengen des gewonnenen 
freien Pr. aus beigefiigtem NaPrgl. zeigt Abb. 1. Es geht daraus hervor, daB bei 
Zugabe von NaPrgl. mit 10 Vol.-°/, 
Saure und einer Kochzeit von 5 Min. yp, 
das Maximum von 65—70°/, an Ge- n shy 
winnung bzw. Riickgewinnung erreicht { 
wird. Wird Pregnandiol zugesetzt, er- 
geben die Wiedergewinnungsversuche 50 
Ausbeuten von 85—90°/). 4) 

2. Entfernung der saurehal - 
tigen Substanzen: Astwood und ad 
Jones sowie Talbot und Mitarbeiter 
entfernten Séuren und phenolhaltiges 
Material aus dem Toluolextrakt des 
hydrolysierten Harns dadurch, daB 
sie diesen mit 10 ml einer 2-proz. Min. —> 
Lésung von Natronlauge in absolutem ec ee «le 
Methylalkohol kochten und die ent- are eee ee eee ee Ver. 
ee ealane vou Natriumsalzen  ‘scifungsdauer nach Zusatz von Natrium- 
sam und viel einfacher, den Toluol- pregnandiolglucuronat zu Harn. 
extrakt in einem Schiitteltrichter mit 
waBriger Natronlauge zu waschen, was bereits Sommerville und Mitarbeiter 
feststellten. AnschlieBend wird dreimal mit je 15 ml aqua dest. gewaschen und im 
Vakuum zur Trockene eingedampft. 

3. Fallung des Pregnandiols: Bei der Astwood- und Talbotschen Methode 
ist die Genauigkeit und Spezifitat vor allem von der Wirksamkeit des Fallungs- 
prozesses beim Separieren des reinen Pr. aus der neutralen toluolléslichen Fraktion 
des Harnhydrolysates abhangig. Astwood und Jones reinigen das Pr. in dieser 
Fraktion durch Fallung mit 4 Tln. n/10-NaOH, der eine solche mit 4 Tln. Wasser 
folgt. Talbot und seine Mitarbeiter und Guterman verwenden hingegen nur eine 
einzige Fallung mit 4 Tln. n/10-NaOH. Wir fanden, da8 bei einer Fallung mit 
NaOH und mit 2 TIn. Wasser die Spezifitat gesteigert wird. Die giinstigsten Er- 
gebnisse wurden jedoch dann erzielt, wenn der Trockenriickstand aus der neu- 
tralen Toluolfraktion in 5 ml heiBem Athylalkohol aufgelést und mit der vierfachen 
Menge (20 ml n/10-NaOH) ausgefallt wurde. Um die Ubertragungen des gewonnenen 
Materials von GefaB zu GefaB auf ein Minimum zu reduzieren, wurde der Fallungs- 
prozeB in dieser Arbeit in graduierten 25-ml-Eprouvetten durchgefiihrt. 

4. Dauer und Art der Kithlung nach der Fallung des Pregnan- 
diols und ihre Rickwirkung auf die quantitative Gewinnung: 
Astwood und Jones lassen die in heiSem Athylalkohol aufgeléste und durch 
Natronlauge gefallte Toluolfraktion bei Zimmertemperatur bis zur Angleichung 
an diese stehen und geben sie dann iiber Nacht in einen Eisschrank, Guterman 
hingegen, der die oben beschriebene Fraktion in hei&em Aceton lést und nach Er- 
warmen der Lésung mit der 4-fachen Menge n/10-NaOH fallt, stellt diese warme 
Lésung 1 Stde. in den Eisschrank oder 30 Min. in ein Eiswasserbad und kiihlt 
somit rapid ab. Sommerville, Gough und Marrian wiesen erstmalig daraufhin, 
daB eine rasche Abkiihlung der Fallungsmischungen niedrigere und weit unregel- 
maBigere Ausbeuten an Pr. brachten als langsames Abkiihlen. 

In der vorliegenden Arbeit wurde neben der Kiihlungstechnik von Astwood 
und Jones auch versuchsweise jene von Guterman verwendet, da vor allem 
letztere das Tempo der Bestimmung ganz wesentlich beschleunigt hatte. 

HH* 
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In Ubereinstimmung mit Sommerville, Gough und Marrian® haben 
wir aber auch gefunden, daB die rasche Abkiihlung der Fallungsmischungen nie- 
drigere und unregelmaBigere Ausbeuten an Pr. ergibt als die Technik des lang- 
samen Abkiihlens. Das Tempo der Kiihlung ist besonders dann von groBer Be- 
deutung, wenn es sich um Harnpregnandiolmengen von weniger als 25 mg pro 
24 Stdn. handelt. Es kann somit angenommen werden, da sowohl die Astwood- 
und Talbot-Methode, als auch die von Guterman auf Grund ihrer Kiihlungs- 
technik vor allem dann niedrigere und fehlerhafte Ergebnisse bringt, wenn die 
Tagungsausscheidung unter 20 mg liegt. 

5. Isolierung des Pregnandiols: Der Inhalt (= NaOH-gefallte Toluol- 
fraktion) der Eprouvette wird unter leichtem Sog durch ein Sinterfilter geschickt 
und mit 15 ml aqua dest. gewaschen. Die Saugflasche wird durch eine Sauge- 
prouvette ersetzt und das Prazipitat in 3x5 ml heiem 96-proz. Athylalkohol 
gelést und unter leichtem Sog in die Eprouvette hineingewaschen. 

6. Entfernung chromogener Substanzen: Das nach 5. gesammelte 
Prazipitat wird farblos und vollkommen kristallin erhalten. Bereits bei der Me- 
thode von Astwood. und Jones konnten wir feststellen, da8 in der Mehrzahl der 
Bestimmungen chromogene Stoffe auch durch eine weitere Fallung aus waBrigem 
Alkohol nur zum Teil zu entfernen war. Auch bei der Methodé von Guterman 
waren die gleichen Schwierigkeiten vorhanden, obwohl alle Vorstadien der Methode 
exaktest ausgefiihrt wurden. Auf eine briefliche Anfrage schlug Guterman vor, 
clieses chromogene Material nach Astwood und Jones, also durch nochmaliges 
Ausfallen des Pr. aus Alkohol mit Zusatz von Wasser, anstatt NaOH, zu entfernen. 
Da dies, wie bereits oben erwahnt, nicht das gewiinschte Ergebnis brachte, haben 
wir bereits bei der “Guterman-Methode versucht, durch Kochen des alkoholisch 
gelésten Pr. mit Tierkohle diese Farbstoffe zu entfernen, da ihre Gegenwart die 
Schwefelsiurefarbreaktion betrachtlich stérte und falsche Ergebnisse brachte. 

Es gelang, die Farbstoffe durch Zusatz von etwa 4—5 mg Aktivkohle* zu 
der alkoholischen Lisung des Prazipitates und kurzes Kochen ohne nachweisbaren 
Verlust an Pr. zu entfernen (Tab. 1). Sowohl die alkoholische Lésung als anch der 
kristalline Pr.-Riickstand waren vollkommen farblos. 


Tab. 1. Behandlung von Pr.-Lésungen mit Aktivkohle. 

















mg Pr. in Hinzugefigte Pr.-Aquivalent Verlust 
BE ‘ Aktivkohle 1D} : ‘ 
alkohol. Lésung in mg in mg le 
0,8 4 1,24 0,8 0 
1,2 4 1,85 1,19 0,8 
1,6 4 2,48 1,60 0 
2,0 4 3,10 2,00 0 














In verschiedenen Vorversuchen hat es sich gezeigt, daB es nicht geniigt, ein- 
fach ,,chemisch reine“ Tierkohle zur Entfarbung zu nehmen, da in allen gepriiften 
Kohlesorten auch dann noch farbgebende Substanzen vorhanden waren, wenn wir 
die Kohle wiederholt mit konz. HCl und Alkohol ausgekocht hatten. Die zuriick- 
bleibende weiBliche Masse schmolz bei etwa 100° und gab mit konz. Schwefelsiure 
eine Gelbfarbung, die der spezif. Reaktion des Pr. entsprach und dadurch ein héheres 
Ergebnis vortauschte (resp. positive Werte bei negativen Harnen). Erst die Aktiv- 
kohle Brillant Nr. 114n der Fa. Lurgi erméglichte die exakte Entfernung der 
chromogenen Begleitsubstanzen, ohne selbst solche an die alkoholische Loésung 
abzugeben. 


* Wir danken an dieser Stelle.der Fa. Lurgi, Frankfurt, fiir ihr freundliches 
Entgegenkommen. 
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7. Die kolorimetrisch quantitative Messung: Zur Aufstellung einer 
Kichkurve wurden Lésungen von Pr. in absol. Alkohol mit bekannten abgestuften 
Konzentrationen verdampft und der weiBe Trockenriickstand mit 10 ml konz. 
Schwefelsaure p. a. versetzt. Nach unseren Erfahrungen geniigten 30 Min. vollauf, 
um ein Maximum an Farbentwicklung zu erreichen. Ein Herabsetzen dieser Ent- 
wicklungszeit auf 10 Min., wie es vor allem Talbot und Mitarbeiter empfahlen, 
ist bei Pr.-Mengen iiber 2 mg nicht zu empfehlen, da wir besonders bei bekannten 
Mengen von 4 und 5 mg Pr. oft noch nach 20 Min. Farbschlieren aufsteigen sahen, 
die nach 30 Min. nicht mehr zu beobachten waren. Da wir aber bei der Erhéhung 
der Farbentwicklungszeit iiber 30 Min. hinaus bis zu einem Maximum von 2 Stdn. 
keine Veranderung der Durchlassigkeitswerte sahen, ist die von Guterman® 
angegebene Zeit von 1 Stde. sicherlich nicht notwendig. 

Bei der Bestimmung von Pr. gab das Filter 43 (violett) des Pulfrich-Stufen- 
photometers fiir die Durchlassigkeit der Untersuchungsliésung den kleinsten Wert. 
Die in Tab. 3 angegebenen Werte beziehen sich auf eine Schichtdicke von 10 mm. 
Um eine genaue Ablesung zu erméglichen, wurde jeweils die Schichtdicke gewahlt, 
bei der sich Ablesungen zwischen 10 und héchstens 70°/, bzw. E = 1,0 und E = 0,15 
ergaben, die dann auf 10mm Schichtdicke umgerechnet wurden. 

Aus Tab. 2 ersieht man die fiir jede Konzentration giinstigste Schichtdicke, 
womit Ungenauigkeiten wegen zu groBer Dunkelheit oder solche wegen zu groBer 
Helligkeit des Gesichtsfeldes ausgeschaltet werden konnten. 


Tab, 2. Extinktion (#) und Durchlassigkeit (D) fiir verschiedene Pr.-Mengen 
in Abhangigkeit von der Schichtdicke. 




















Pr.-M . | vila ‘Schicht. 
m -—" bei Schichtdicke rae D, Farbe der Lésung 
von 10mm mm 
6,00 9,30 —- 1 bE By 
5,50 8,525 o 1 14,1 
5,00 7,750 - 1 16,8 
4,00 6,20 - 1 24.0 
3,50 5,425 _ 1 28,8 
3,00 4,650 _ 1 34,2 dunkelorange 
2,50 3,875 _ 1 41,0 dunkelorange 
2,00 3,10 — 2,5 17,00 orange 
1,50 2,325 0,5 2,5 26,60 lichtorange 
1,00 1,55 2,8 2,5 40,50 gelb 
0,75 1,16 7,7 5,0 25,80 
0,50 0,775 16,8 5,0 38,9 zitronengelb 
0,25 0,387 41,0 10,0 41,0 
0,20 0,31 49,0 10,0 49,0 
0,10 0,155 70,0 20,0 49,0 





Bei der Aufstellung der Eichkurve zeigte es sich, da8 Konzentration und 
Iixtinktion bei verschiedenen Konzentrationen parallel gehen und die einzelnen 
MeBpunkte auf einer Geraden liegen, die durch den Nullpunkt geht. Die Giiltig- 
keit des Lambert-Beerschen Gesetzes war damit erwiesen. Aus Tab. 3 sind die mit 
bekannten Konzentrationen bestimmten Werte der Eichkurve zu ersehen; die 
Zwischenwerte wurden durch Berechnung nach der Formel 


E 
C 


= K = 1,55 





ermittelt. Aus Tab. 3 kann die Pregnandiolmenge mittels der aus den Durchlassig- 
keitswerten gewonnenen Extinktionswerte sofort ermittelt werden. 
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Tab. 3. Ermittlung der Pregnandiolmenge mittels der aus den Durchlassigkeits- 
werten gewonnenen Extinktionswerte: Stufenphotometer ZeiB, Filter S 43, Schicht- 
dicke 10mm; mg Pregnandiol McKenney gelést in 10 ml konz. Schwefelsaure. 
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Pr.-Menge in 





Pr.-Menge in 

















E mg E mg 
9,300 6,0 4,03 2,60 
8,990 5,8 3,95 2,55 
8,68 5,6 3,875 2,50 
8,525 5,5 3,797 2,45 
8,37 5,4 Sle 2,40 
8,315 5,3 3,64 2,35 
8,06 5,2 3,565 2,30 
7,905 5,1 3,48 2,25 
7,75 5,0 3,41 2,20 
7,595 4,9 3,332 2,15 
7,44 4,8 3,255 2,10 
7,285 4,7 3,177 2,05 
7,130 4,6 3,10 2,00 
6,975 4,5 3,023 1,95 
6,82 4,4 2,95 1,90 
6,665 4,3 2,867 1,85 
6,51 4,2 2,79 1,80 
6,355 4,1 2,71 1,75 
6,200 7 4,0 2,63 1,70 
6,045 3,9 2,56 1,65 
5,89 3,8 2,48 1,60 
5,735 Hef 2,40 1,55 
5,580 3,6° 2,325 1,50 
5,425 3,5 2,24 1,45 
§,27 3,4 2,17 1,40 
4,96 3,2 2,09 1,35 
4,805 3,1 2,015 1,30 
4,650 3,0 1,937 1,25 
4,5725 2,95 1,86 1,20 
4,495 2,90 1,783 1,15 
4,417 2,850 1,705 1,10 
4,34, 2,800 1,630 1,05 
4,26 2,75 1,550 1,00 
1,473 0,95 0,341 0,22 
1,395 0,90 0,3255 0,21 
1,32 0,85 0,310 0,20 
1,24 0,80 0,295 0,19 
1,16 0,75 0,279 0,18 
1,085 0,70 0,2635 0,17 
1,000 0,65 0,248 0,16 
0,930 0,60 0,2325 0,15 
0,853 0,55 0,217 0,14 
0,775 0,50 0,213 0,13 
0,744 0,48 0,186 0,12 
0,6975 0,45 0,1705 0,11 
0,665 0,43 0,155 0,10 
0,62 0,40 0,14 0,09 
0,589 0,38 0,124 0,08 
0,5425 0,35 0,1085 0,07 
0,5115 0,33 0,093 0,06 
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E Pr.-Menge in E Pr.-Menge in 
mg mz 
0,465 0,30 0,0775 0,05 
0,4495 0,29 0,060 0,04 
0,434 0,28 0,0465 0,03 
0,4185 0,27 0,031 0,02 
0,403 0,26 0,0155 0,0] 
0,387 0,25 0,00775 0,005 
0,372 0,24 
0.357 0,23 





Falls Schwierigkeiten bei der Beschaffung oder Darstellung von reinem Pr. 
bestehen und die Aufstellung einer direkten Eichkurve deshalb nicht méglich ist, 
kénnen mit waBrigen Lésungen von Kaliumbichromat, deren Farbintensitat der- 
jenigen des Pr. in konz. H,SO, adaquat ist, vollkommen gleichwertige Eichkurven 
angelegt werden. Durch direkten Vergleich mit diesen Farblésungen kénnen auch 
einfachere Kolorimeter (Hellige usw.) benutzt werden. Eine 0,01-proz. Kalium- 
bichromat-Lésung entspricht der Farbung, die 1 mg Pregnandiol in konz. Schwefel- 
siure gibt. 


Methode 


In einem 250-ml-Erlenmeyerkolben, der mit einem RiickfluBkiihler verbunden 
ist, werden 100 ml einer 24-Stdn.-Harnmenge gebracht. Dazu gibt man 50 ml 
Toluol und 10 ml konz. Salzséure chemisch rein und einige Tonscherben. Der 
Inhalt wird auf einem Sandbad wahrend 5 Minuten im Kochen erhalten. Diese 
Mischung wird dann unter der Wasserleitung abgekiihlt und im Schiitteltrichter 
geschiittelt. Nachdem sich die Harn- von der Toluolschicht plus Emulsion ab- 
gesetzt hat, wird die Harnschicht abgelassen, die verbleibende Emulsion durch 
kurzes Zentrifugieren gebrochen und die untere Schicht, die aus Harn und Ver- 
unreinigungen besteht, abgelassen. Die zuriickgebliebene Toluolschicht wird nun 
zweimal mit je 15 ml n/10-NaOH und dann dreimal mit 15 ml Mengen aqua dest. 
gewaschen und die so gereinigte Toluolschicht im Vakuum zur Trocken eingedampft. 
Der Trockenriickstand in heiBem Athylalkohol gelést, wird in eine graduierte 
25 ml-Eprouvette gegeben und auf 5 ml mit heiBem Alkohol aufgefiillt. Man stellt 
die Eprouvette in einen Becher mit etwa 70—75° heiBem Wasser, laBt 20 ml 
n/10-NaOH ganz langsam unter Umriihren aus einer Pipette zutropfen und ver- 
bringt sie fiir 2 Stdn. in ein Wasserbad von 37°. Es wird nun anschlieBend der 
Inhalt der Eprouvette durch einen Glassinter geschickt und mit 15 ml aqua dest. 
gewaschen, Sinter und Glasnutsche anschlieBend auf eine Absaugeprouvette ge- 
steckt und das am Sinter liegende Prazipitat mit etwa 35 ml heiBem Alkohol 
unter leichtem Sog in die Eprouvette hineingewaschen. 

Zu dem im Alkohol gelésten Prazipitat, das meistens eine gelblich bis rosa- 
violette Verfairbung zeigt, werden etwa 4—5 mg Aktivkohle hinzugefiigt und diese 
Lésung auf einem Wasserbad einmal aufwallen gelassen. Die alkoholische Lésung 
wird nun durch ein Blaubandfilter geschickt, das Filtrat auf einem Wasserbad 
eingedampft und dem Trockenriickstand 10 ml konz. Schwefelsaure p. a. beigefiigt. 
Nach etwa 30 Min. — es diirfen keine aufsteigenden Ferbschlieren mehr beob- 
achtet werden — wird die Intensitét der gelben bis orangen Farbe im Stufen- 
photometer unter Verwendung des Filters 43 gemessen, die Extinktion bestimmt 
und mittels Berechnung oder unter Zuhilfenahme der Eichkurve das ausgeschie- 
dene Pr. als 24-Stdn.-Menge ausgedriickt, berechnet. 
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Diskussion 


Der Gutermansche qualitative Test fiir Harnpregnandiol auf den 
Methoden von Ast wood undJ ones, Talbot und Mitarbeiter beruhend, 
hat fiir die Friihdiagnose der Schwangerschaft und fiir die Prognose 
bei drohendem Abortus in den amerikanischen und englischen Laindern 
. weite Verbreitung und Anwendung gefunden. Die Meinungen iiber den 
Wert der Guterman-Methode als Schwangerschaftsdiagnostikum, be- 
sonders was seine Genauigkeit betrifft, divergieren sehr stark. Guter- 
man® und Mc Cormack® behaupten die Genauigkeit des Friedmann- 
Testes zu erreichen, Reinhard und Barnes!” und Merivale! be- 
richten iiber hohe Prozentsitze falscher positiver als auch negativer 
Ergebnisse. 

Mittels einer Farbreaktion mit Schwefelsiure weist Guterman® 
in 100-ml-Morgenharn Pregnandiolmengen nach, die einer ungefahren 
Ausscheidung von 6—8 mg per 24 Stdn. entsprechen. Er nimmt seinen 
Schwangerschaftstest dann als positiv an, wenn diese Pr.-Menge oder 
mehr im Harn bei einer Amenorrhoe nachgewiesen wird, und diagnosti- 
ziert mit der Genauigkeit des Friedmann-Testes (1944) Schwanger- 
schaften bereits 6 Tage nach Ausfall der Menstruation und 21 Tage nach 
der kiinstlichen Besantung. 

Wir sind mit Reinhart und Barnes" der Ansicht, daB die Ex- 
traktionsmethode auch nach unseren Erfahrungen nicht vollstandig 
genug ist, um alle Unreinheiten im Harn zu entfernen, so daB die end- 
giiltige Farbintensitat nicht allein von der vorhandenen Pr.-Menge ab- 
hingt und dieser Methode daher, solange sie nicht in der Lage ist, die 
Unreinheiten exaktest zu entfernen, ihr quantitativ keine genauen 
und somit brauchbaren Ergebnisse abgerungen werden kénnen. Wir 
glauben, daB die Fehlerquellen in den Stadien liegen miissen, die der 
endgiiltigen Farbbestimmung vorausgehen und nicht in den individuellen 
Variationen im Stoffwechselverhalten des Progesterons. 

Morrow und Benuas” Kritik und Beobachtungen ,,falscher posi- 
tiver Schwangerschaftsteste“‘ in der Lutealphase des menstruellen Zyklus 
und ihr Hinweis auf die Gefahr positiver falscher Reaktionen durch 
spite Ovulation und durch verlingerte Zyklen, bestehen zu Recht, da 
sich ein Uberschneiden zwischen den niedrigen Pr.-Niveaus wahrend 
der Friihschwangerschaft und den oft héheren Niveaus wahrend der 
zweiten Halfte des Menstruationszyklus, ergeben kann. Diese Gefahr 
einer Fehldiagnose bei verspiteter oder verlingerter Lutealphase wird 
dann stark reduziert, wenn man sich auf positive Reaktionen innerhalb 
einer sehr kurzen Zeit nach offensichtlich ausbleibender Menstruation 
nicht verlaBt. 


10 H.L. Reinhart u. A.C. Barnes, J. clin. Endocrinol. 6, 664 [1946). 
11 Merivale, Amer. J. Obstetr. Gynecol. 51, 722—725 [1946]. 
2 A. G. Morrowu. R.S. Benua, Amer. J. Obstetr. Gynecol. 51, 685 [1946]. 
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Eine allgemeine richtige Kritik an der Guterman-Methode ist die 
Tatsache, daB den qualitativen Ergebnissen quantitative Bedeutung 
zugemessen wird. Oben angefiihrte Tatsachen und die Bestimmung an 
einem unbestimmten Teil der 24-Stdn.-Harnmenge nehmen dem Test 
trotz photometrischer Messung den quantitativen Wert. 

In unserem Verfahren wird in 100 ml einer 24-Stdn.-Harnmenge 
das Pr., wenn es in einer Menge von iiber 5 mg in 24 Stdn. ausgeschieden 
wird und der Harn nicht abnorm hohe Mengen von Cholesterin oder 
neutralen 17-Ketosteroiden enthalt, hinreichend genau quantitativ 
bestimmt. Da die Schwefelséurefarbreaktion keinesfalls spezifisch fiir 
Pr. ist — andere Steroide geben ahnliche Farben mit variierender 
Intensitaét — so hingt die Spezifitaét der Methode davon ab, mit welcher 
Vollkommenheit man andere urspriinglich im Harn vorhandene chro- 
mogene Steroide im Extraktions- und Reinigungsproze8 eliminiert. 

Bereits Astwood und Jones haben 1941 gezeigt, daB Cholesterin 
und Androsterone durch den doppelten Fallungsproze8 vollkommen 
ausgeschieden werden, wenn die vorhandenen Mengen 16 bzw. 8 mg pro 
Liter nicht iiberschreiten. Talbot und Mitarbeiter zeigten 1941, daB De- 
hydroisoandrosteron in Mengen bis zu 10 mg pro Liter keine Stérung 
verursacht. Sommerville, Gough und Marrian fanden, daf An- 
drosteron und Isoandrosteron durch den Fiallungsproze8 nicht voll- 
kommen eliminiert werden, aber um so viel schwicher als das Pregnan- 
diol in ihrer chromogenen Kraft sind, so da8 ihre Gegenwart im End- 
produkt auBer in enorm groBen Mengen zu keiner ernstlichen Fehler- 
quelle in der Pr.-Bestimmung wird. 

Wir selbst haben gefunden, da Dehydroisoandrosteron und An- 
drosteron im Reinigungsproze8 glatt eliminiert werden, falls sie nicht in 
Mengen von mehr als etwa 18 mg pro 24-Stdn.-Harn vorhanden sind. 
Besonders bei Dehydroisoandrosteron*, das ganz besonders kraftvoll 
chromogen ist und von dem 1 mg, in 10 ml Schwefelsiiure gelést, bei 
Filter 43 eine Durchlissigkeit von 17°, oder E = 0,77 ergibt, was stufen- 
photometrisch 0,5 mg Pr. entspriche, wire die Situation kritisch, wenn 
dieses Steroid nicht in so geringen Mengen vorkime und im Reinigungs- 
prozeR so weit entfernt wiirde, daB eine Stérung der Farbreaktion nicht 
in Frage kommt. Aus oben angefiihrten Griinden sind wir der Ansicht, 
da es heute mit keiner der iiblichen Bestimmungsmethoden fiir Pr. 
ratsam wire, bei Patienten mit Nebennierenrindentumoren Pr.-Be- 
stimmungen durchzufiihren oder solche Ergebnisse wissenschaftlich 
zu gebrauchen. 


Die in gréBeren Serien durchgefiihrten Leerbestimmungen an 
24-Stdn.-Harnproben von Mannern ergaben 24-Stdn.-Werte, die zwischen 
0,02—0,03 mg schwankten. Westphal? berichtete von kleinen Mengen 
von Pr. in Mannerharnen, aber da wir aus den auftretenden Endpro- 
dukten nie typische Pr.-Kristalle isolieren und deren kritischen Schmelz- 


* Von der Fa. Ciba, Basel, in freundlicher Weise zur Verfiigung gestellt. 
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punkt bestimmen konnten, kénnen wir nicht behaupten, daB es sich 
hierbei um geringe Mengen von Pr. handelt. Es ist méglich, daB es ganz 
geringe Mengen anderer chromogener Substanzen sind; da der héchste 
Wert sehr niedrig ist, niedriger als die kleinste Menge Pr., die noch mit 
Genauigkeit geschitzt zu werden vermag, so diirfen so geringe Fehler 
aus dieser Quelle wohl unberiicksichtigt bleiben. 


Zusammenfassung 

In Anlehnung an Astwood und Jones, Talbot und Mitarbeiter 
und an die Methode von Sommerville und Mitarbeiter wurde eine Me- 
thode entwickelt, die genauer und weniger der Kritik in bezug auf ihre 
Technik unterworfen ist, als die Methode von Guterman, aber, was die 
Schnelligkeit und Einfachheit betrifft, mit ihr konform geht. In einem 
Intervall von etwa 4 Stdn. wird Pr., wenn es in einer Menge von tiber 
5 mg pro 24Stdn. ausgeschieden wird, quantitativ bestimmt. Die stufen- 
photometrische Auswertung und die quantitative Brauchbarkeit wurde in 
einer Reihe von Versuchen bewiesen; die Grenzen und die Fehlerquellen 
wurden aufgezeigt. Der Guterman-Test und seine klinische Verwend- 
barkeit wurden einer kritischen Betrachtung unterzogen. 


Die Bestimmung des Restkohlenstoffes auf nassem Wege 
Von 
Paul Hugo Schulitz 
Aus der Chemisch-physiologischen Abteilung des Allgemeinen Krankenhauses Hamburg-Barmbek 


(Der Schriftleitung zugegangen am 22, Juni 1951) 


Fiir unsere Arbeiten auf dem Gebiete des Kohlenhydratstoff- 
wechsels bei Diabetes mellitus benétigten wir eine zuverlissige Methode 
zur Bestimmung des Kohlenstoffes in Blutfiltraten. F. Hofmeister 
hatte vor etwa 40 Jahren den Begriff des sog. Restkohlenstoffes gepragt 
und die ersten Arbeiten dariiber angeregt. In Analogie zum Reststick- 
stoff verstehen wir unter dem Restkohlenstoff die Menge Kohlenstoff, 
die nach der EnteiweiBung von Blut oder Plasma im Filtrat verbleibt. 
Restkohlenstoff und Reststickstoff sind begrifflich einander sehr ahn- 
lich. Bei beiden handelt es sich darum, die feinen Schwankungen im 
Kohlenstoff- bzw. Stickstoffgehalt deutlich werden zu lassen, die hinter 
dem Wall der EiweiBstoffe verborgen bleiben. Es ist verstiandlich, daB 
die erhaltenen Werte beim Restkohlenstoff wie beim Reststickstoff von 
der Wahl der EnteiweiBungsmethode abhangen. Ruppert? versuchte, 
bei der Restkohlenstoffbestimmung die Fette als wesentliche C-Trager 


“1 Ruppert, diese Z. 281, 213 [1935]. 
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mit zu erfassen; da die Fette bei den iiblichen EiweiBSfallungsmethoden 
nicht in das Filtrat iibergehen, schlagt dieser Autor EnteiweiBung mit 
Alkoholither vor. Wenn dieses Verfahren auch fiir besondere Frage- 
stellungen seine Berechtigung haben mag, so kénnen wir uns, dem Sinn 
und Zweck der Restkohlenstoffbestimmung gemai8, dem Vorgehen des 
Autors grundsatzlich nicht anschlieBen. Ebenso wie die Proteine beim 
Gesamtstickstoff wiirden dabei die -Fette die Feinheiten der uns inter- 
essierenden Vorginge verschleiern. 

Die bisherigen Arbeiten itiber den Restkohlenstoff zeigen sehr unter- 
schiedliche Ergebnisse und bieten sowohl hinsichtlich der Methodik 
wie der Deutung der Ergebnisse manche Angriffspunkte. Wir versuchen 
im folgenden, uns mit diesen Fragen kritisch auseinanderzusetzen. 


Der erste Bearbeiter dieses Gebietes war Manzini?. Bald darauf haben 
W. Stepp und Mitarbeiter® eine Reihe von Arbeiten veréffentlicht, die insbeson- 
dere den Restkohlenstoff beim Diabetes mellitus behandeln. Bei seinen ersten 
Bestimmungen brauchte W. Stepp 50 ccm Blut fiir einen 7 Stdn. laufenden Ver- 
such. Spiter zog man Mikromethoden fiir diese Zwecke heran. Zwei Arbeiten iiber 
die Mikrobestimmung des Kohlenstoffes auf nassem Wege erscheinen uns in grund- 
sitzlicher Hinsicht interessant: die eine von Lieb und Krainick‘ aus der Pregl - 
schen Schule, die andere von den franzésischen Forschern Nicloux und Boivin®. 
Beiden Verfahren ist gemeinsam, daB die Substanz mit Silberbichromatschwefel- 
siure vollkommen verbrannt und das gebildete Kohlendioxyd in Lauge aufge- 
fangen wird, deren Uberschu8 durch Salzsiure zuriicktitriert wird. Wahrend nun 
Lieb und Krainick zur Oxydation des evtl. entstehenden Kohlenoxyds die Ver- 
brennungsgase im Sauerstoffstrom durch ein Verbrennungsrohr iiber erhitztes 
Platin und schlieBlich durch Barytlauge leiten, wandten die franzdésischen Autoren 
zur Erreichung desselben Ziels eine Platinspirale an, die iiber der Absorptions- 
lauge durch elektrischen Strom zum Gliihen gebracht wird. Das iiber der Lauge 
stehende Kohlendioxyd soll von ihr absorbiert werden. Beide Verfahren haben 
anderen Autoren als Vorbild gedient, z. B. Claudatus® (nach Lieb und Krai- 
nick) und Ruppert}, der die Methode der franzésischen Autoren in sehr verein- 
fachter Form (ohne Platinspirale) iibernahm. Weitere Bearbeiter waren MaaB, 
Kisch, Tangl und Koreszty, Liitgens und Christians, Lauersen und 
Voit’, sowie Stepp und Sauer’. Alle diese Autoren verwandten Mikroverfahren 
verschiedener Art, Stepp und Sauer schlieBlich die Mikroverbrennung nach 
Preg] auf trockenem Wege. Bei der Mehrzahl der Methoden bestand die besondere 
Schwierigkeit in der Aufgabe, das Blutfiltrat ohne Verluste einzuengen bzw. diese 
Einengung zu umgehen. Claudatus fiihrte diesen ProzeB sehr langwierig im 
Vakuum, Ruppert im Wasserbad durch. 


Bei einem Vergleich der verschiedenen Methoden und der Beur- 
teilung ihrer Eignung verdienen nun eine Reihe von Gesichtspunkten 
besondere Beachtung. 


* Manzini, Biochem. Z. 26, 149 [1910]; 32, 164 [1911]. 

3 Stepp, Ergebn. Physiol., biol. Chem. exp. Pharmakol. 19, 290 [1911): 
Biochem. Z. 87, 135 [1918]; diese Z. 97, 213 [1916]; Dtsch. Arch. klin. Med. 124, 
177 [1917]; Stepp u. Sauer, ebenda 165, 223 [1929]. 

4 Lieb u. Krainick, Mikrochem. 9, 367 [1931]. 

5 Nicloux u. Boivin, Bull. Soc. Chim. biol. 9, 639 [1927]; 11, 1269 [1929]. 

® Claudatus, diese Z. 215, 10 [1933]. 

7 MaaB, Z. ges. Neurol. Psych. 8, 153 [1912]; Kisch, Klin. Wschr. 11, 1500 
u. 1589 [1932]; Liittgens u. Christian, Biochem. Z. 281, 310 [1935]; Lauersen 
u. Voit, Biochem. Z. 280, 276 [1935]. 
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1. Da bei der RC-Bestimmung in biologischem Material immer 
eiweiBfreie Filtrate bzw. Harn zur Untersuchung gelangen, halten wir 
die nasse Verbrennung fiir zweckmaBig. Das Einengen der Filtrate, ob 
im Vakuum oder im Wasserbad, kann leicht zu Verlusten fiihren, sowohl 
durch das Entweichen fliichtiger Bestandteile wie durch die notwendige 
Uberfiihrung des Riickstandes in das Verbrennungsgefa8. Bei normalen 
Filtraten zwar kann der Verlust durch fliichtige Substanzen so gering- 
fiigig sein, daB er praktisch nicht ins Gewicht fallt; bei pathologischen 
Blutproben dagegen kann durch das Entweichen oder die Zersetzung 
von Acetonkérpern eine erhebliche Differenz verursacht werden. Daraus 
ergibt sich die Forderung nach einer Apparatur, die die Verbrennung 
des Filtrates ohne voraufgehendes Einengen gestattet. 

2. Die Fragestellung der Klinik setzt voraus, da8 mehrere Bestim- 
mungen an einem Tage durchgefiihrt werden kénnen. Die Einzel- 
bestimmung darf deshalb nicht mehr als 2 Stdn. beanspruchen. Aus 
diesem Grunde sind mafanalytische Methoden zur Messung der Ver- 
brennungsprodukte den gravimetrischen Methoden vorzuziehen, vor 
allem, wenn diese die Anwendung von Mikrowaagen erfordern. 

3. Die Bestimmungen miissen mit geringen Blutmengen durch- 
fiihrbar sein. Diese Forderung wird in den neuveren Arbeiten aller For- 
scher erfillt; andererseits sollten die verarbeiteten Mengen nicht zu 
gering sein, damit die Zuverlassigkeit der Ergebnisse nicht gefaihrdet 
wird. Wenn Stepp und Sauer® dabei auf 0,1 ccm Filtrat herunter- 
gehen, um Stérungen durch das Wasser des Filtrates méglichst auszu- 
schalten, erhéhen sie damit zweifellos die Fehlerbreite. Fiir die Beur- 
teilung der Zuverliassigkeit einer Methode ist selbstverstandlich zu 
fordern, daB Testsubstanzen in annaihernd den Mengen verbrannt 
werden, wie sie auch in der vorgesehenen Menge Blutfiltrat zu erwarten 
sind. Verbrennungen mit etwa 25—100 y Kohlenstoff, wie sie bei Stepp 
und Sauer vorgesehen sind, mindern die Zuverlissigkeit der Ergebnisse. 
Uber die Mengen der Testsubstanzen, die diese Autoren mit einer Fehler- 
breite von +-0,3°/, verbrannten, sind keine Angaben gemacht worden. 
Bei Lauersen und Voit’ zeigen die gefundenen Werte schon bei 
1,6 mg Substanz eine Fehlergrenze bis zu 8°/). Obwohl diese Autoren 
Filtrat entsprechend einer Blutmenge von 0,2 ccm verarbeiten, stiitzen 
sie die Zuverlassigkeit ihrer Ergebnisse auf Mengen von Testzubstanzen, 
die das 20—25-fache des im Versuch zu erwartenden Kohlenstoffgehaltes 
ausmachen. 

4. Um Ungenauigkeiten durch Verlust oder Zugang von Kohlen- 
dioxyd zu vermeiden, sollte die ganze Verbrennung in einem geschlos- 
senen System durchgefiihrt werden. Riicktitrieren der iiberschiissigen 
Lauge auBerhalb desselben (nach Ruppert) fiihrt leicht zu einer Er- 
hohung der Werte. 

Unter Beriicksichtigung dieser Uberlegungen haben wir die von 
Lieb und Krainick?* eingefiihrte NaBverbrennung so umgedandert, 
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daB sie eine bequeme und sehr zuverlassige, den Forderungen der Klinik 
geniigende Bestimmung des Kohlenstoffes in Blutfiltraten sichert. 

Wir umgehen das Einengen, indem wir die Oxydationssiure dem 
Blutfiltrat (1:5 ccm) zuflieBen lassen und das evtl. tibergehende Wasser 
in einem zwischen OxydationsgefaB und Katalyserohr eingefiigten 
GeféB in Schwefelsiure auffangen. Die Methode hat in vergleichenden 
Bestimmungen ihre Zuverlassigkeit erwiesen. Einzelheiten der Methodik 
bitten wir der Originalarbeit von Lieb und Krainick zu entnehmen. 
Im folgenden heben wir die erforderlich gewordenen Abweichungen 
von der Original-Methodik hervor (vgl. Abb. 1, S. 146). 


1. Das urspriinglich 5 ccm fassende VerbrennungsgefaiB (6) haben 
wir auf 20 ccm vergréBert. Es gestattet die Aufnahme von 5 ccm 
Blutfiltrat und 12 ccm Verbrennungssiure. 


2. Das urspriinglich offene, durch einen Glasiiberfall ungeniigend 
gegen Staub geschiitzte AufnahmegefaB fiir die Verbrennungs- 
siure wird durch einen mit einem Glasstopfen verschlossenen 
Kinlauftrichter (5) ersetzt, der durch einen Glashahn mit den 
Verbrennungskolben verbunden ist. 


3. Zwischen Verbrennungskolben (6) und Katalyserohr (8) wird ein 
mit Schwefelsiure gefiilltes AuffanggefaB (7) fiir evtl. iibergehendes 
Wasser eingeschaltet. 


Erlauterung des Arbeitsganges 


Der zur Foérderung der Verbrennung erforderliche Sauerstoff wird mittels 
Reduzierventils direkt aus der Flasche entnommen, durch eine mit Glassinter- 
fritte versehene Waschflasche mit Natronlauge geleitet. Auf den Druckregler ver- 
zichten wir. Vor und hinter der Waschflasche sorgen je eine Klemmschraube fiir 
die Regulierung der Sauerstoffstromes. Die Trockenrohre Nr. 2 und 4 sind mit 
Natronkalk der Korngré8e 2—3 mm gefiillt. Vor Beginn des Versuches werden 
5 cem Blutfiltrat oder weniger — je nach C-Gehalt — in den Verbrennungskolben 
eingefiillt. Zur Entliiftung des gesamten Systems werden bei verschlossenem Hahn 
unter 5. die beiden Klemmschrauben geéffnet und — wie bei Lieb und Krainick 
— Sauerstoff in nicht zu langsamem Strom durch die Apparatur geschickt. Das 
Reduzierventil soll auf 6 1/Min., der Gasstrom auf 80 Blasen/Min. eingestellt sein. 
200 cem Sauerstoff, gemessen am austretendem Wasser (in 16), geniigen fiir die 
Entliiftung. Nach erfolgter Entliiftung 148t man die in dem Trichter befindlichen 
12 com Verbrennungssiure nicht zu schnell zuflieBen, wobei die Klemmschrauben 
geschlossen und der Hahn vor dem AbsorptionsgefaB gedffnet wird. Dieser Hahn 
wird sofort nach Einlauf der Verbrennungssaure geschlossen und darauf die Ab- 
sorptionslauge in das AbsorptionsgefaB eingelassen. Nunmehr wird der Sauer- 
stoffstrom erneut gedffnet und das vorher auf 90° erwirmte Schwefelsaiurebad des 
Verbrennungskolbens mit einer Mikroflamme derart erhitzt, daB die Temperatur 
des Bades 135° nicht wesentlich iiber- oder unterschreitet. 400 ccm Sauerstoff 
geniigen fiir die restlose Verbrennung. 


Das bei der Zerstérung anfallende Gemisch von Kohlenoxyd und Kohlen- 
dioxyd wird mit dem Sauerstoff durch das Verbrennungsrohr iiber Silberdraht- 
gewebe und Platinstern geleitet und das Kohlendioxyd, durch die Glassinterfritte 
fein verteilt, von der bariumchloridhaltigen »/10-Barytlauge aufgefangen. Der 
Uberschu8 wird mit ebenfalls bariumchloridhaltiger n/20-Salzsiure zuriicktitriert 
(Phenolphthalein als Indikator). 1 cem der verbrauchten HCl entspricht 0,3 mg C. 
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Reagenzien 


n/20-Salzsiure und /10-Barytlauge vgl. Lieb und Krainick. Eine Ein- 
stellung der n/20-HCl ist im allgemeinen nicht erforderlich, wenn man von genau 
eingestellter n/10-HCl ausgeht. Zur Kontrolle haben wir sie in iiblicher Weise gegen 
reines wasserfreies Natriumcarbonat oder Bicarbonat eingestellt. Zur Gehalts- 
bestimmung der Lauge, die bisweilen kontrolliert werden muB, begniigen wir uns 
damit, die Menge n/20-HCl festzustellen, die zur Neutralisation der im verschlos- 
senen Absorptionsgefa8 vorgelegten 10 ccm /10-Barytlauge erforderlich ist. Von 
diesem sog. Titrierwert werden die zuriicktitrierten ccm /20-HCl subtrahiert. 
Die Differenz entspricht der durch Kohlendioxyd abgesattigten Menge Barium- 
hydroxyd. 


Oxydationssaure 


Fiir die Herstellung der Silberdichromatschwefelsiure empfehlen wir folgendes 
Verfahren: 

In eine Lésung von 10 g Silbernitrat in 200 com Wasser 148t man eine solche 
von 10 g Kaliumdichromat in 100 com Wasser langsam unter Umriihren einflieBen. 
Nach dem Absetzen wird die iiberstehende klare Fliissigkeit dekantiert, der ge- 
samte Rest zentrifugiert und nach AbgieBen der iiberstehenden Fliissigkeit der 
Niederschlag in 400 ccm konz. Schwefelsaure gelést. Schwerlésliche Brickchen des 
Silberdichromats werden mit einem am Ende abgeplatteten Glasstab zerdriickt. 
MaBiges Erwairmen beschleunigt den Lésungsvorgang. 


EnteiweiBung 

Zur EnteiweiBung versetzen wir 5 ccm Blut unter Schiitteln mit 10 com kohlen- 
saurefreiem Wasser, 5 ccm 10-proz. Natriumwolframat und 5 ccm 2/3-n.Schwefel- 
siure. Dieser Ansatz bleibt unter 6fterem Umschiitteln 30 Min. stehen. 

Von dem klaren Filtrat kénnen bequem Doppelbestimmungen mit je 5 ccm 
(= 1 eem Blut) vorgenommen werden. Wir wiesen schon darauf hin, daB die Wahl 
des EnteiweiBungsverfahrens von Bedeutung fiir die Hohe der Kohlenstoffwerte ist. 

Eine Reihe der Bearbeiter, darunter Stepp und Mitarbeiter, Lauersen und 
Voit, Deutschberger® u. a. arbeiten ausschlieBlich mit Phosphorwolframsaure. 
Wir haben uns nach vielen Versuchen fiir die EnteiweiBung mittels Natrium- 
wolframat-Schwefelsaure entschieden, vor allem deswegen, weil die meisten unserer 
Bestimmungen, wie RN, BZ, Aceton, 8-Oxybuttersiure u. a. im gleichen Filtrat 
durchgefiihrt werden. Nach Angaben von Claudatus® liegen die Werte bei der 
Phosphorwolframsaure-EnteiweiBung etwas hdher als bei der mit Natrium- 
wolframat. Auch die von Ruppert gefundenen Werte liegen bei Phosphorwolfram- 
sdure-EnteiweiBung etwas héher als die unsrigen. Dabei spielen ohne Zweifel die 
Z onzentrationen des EnteiweiBungsgemisches an Blut und Schwefelsaiure eine 

olle. 

So mischt z. B. Ruppert 3 ccm defibriniertes Blut mit 10 com Wasser und 
3ccm 2/3-n.Schwefelsiure. Stepp dagegen verwendet einen Ansatz von 1 TI. 
Blut, 1 Tl. Wasser und 2 Tin. 10-proz. Phosphorwolframsaure, der auf 100 ccm 
2cem konz. Schwefelsiure zugesetzt werden. Auch die Zeit der Einwirkung der 
verschiedenen Komponenten aufeinander kann von EinfluB auf die Ergebnisse 
sein, 


Tab. 1. Probeanalysen. 


Pyramidon ..... . . . 5mg/5cem Wasser. Ber.: 2,75 mg C. 

Gef.: 2,75 mg C; 2,76 mg C. 
Antipyrin (26.9.) . . . . . 5mg/5cem Wasser. Ber.: 3,51 mg C. 

Gef.: 3,52 mg C; 3,50 mg C. 
Benzoesiure. . . . . . . . 5mg/5ccm Wasser. Ber.: 3,44 mg C. 


ef: 3,42 mg C; 3,44 mg C. 


5’ Deutschberger, Biochem. Z. 198, 268 [1928]. 
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Die von uns durchgefiihrten Probeverbrennungen zeigen eine fiir klinische 
Zwecke ausreichende Genauigkeit (Tab. 1). Die Zuverlassigkeit der Ergebnisse 
ist bei Befolgen der Arbeitsvorschrift gesichert. Bei mehrfach wiederholter Be- 
stimmung gleicher Filtrate wurden genau iibereinstimmende Werte erzielt. In 
Tab. 2 bringen wir Beispiele von Restkohlenstoffbestimmungen in Blutfiltraten 
von gesunden Personen und von Diabetikern. 


Tab. 2. Restkohlenstoffwerte, Nr. 1—10 von gesunden Personen, Nr. 11—23 von 














Diabetikern. 
Lfd. D — Blutzucker Restkohlenstoff 
Nr. atum Name mg® ee, 
oO ig /0 
l 23. 3.49 L. 90 99 
2 1. 2.49 Schwester 8S. 110 119 
3 4. 4.49 E. S. 100 108 
4 25. 4.49 E. K. 100 111 
5 25. 5.49 K. L. 105 115 
6 30. 5. 49 A... 95 : 102 
7 31. 5.49 U. St. 90 101 
8 18. 6.49 A. C. 115 115 
9 29, 8.49 s. 120 121 
10 8. 7.49 W. 100 116 
11 1. 11. 49 M. K. 350 209 
12 10.11.49 - K. Mi. 300 179 
13 25. 4. 50 M. K. 374 211 
14 1. 6.50 Wi. 348 200 
15 7. 6.50 K. 198 156 
16 2. 8. 50 P. 204 156 
17 14. 8. 50 WwW. 214 163 
18 17. 6. 50 M. 220 163 
19 7. 6.50 Stri. 178 192 
20 17. 6.50 St. 324 212 
21 10. 11. 50 R. 348 213 
22 30. 6. 50 B. 414 249 
23 5. 6. 50 Kl. 330 238 














Die gesamten Werte ergaben, daB der Restkohlenstoff bei Gesunden zwischen 
etwa 90 und 120 mg’, liegt. Bei Diabetikern steigen die Werte z. T. erheblich, 
wobei jedoch in Ubereinstimmung mit den Arbeiten W. Stepps eine propor- 
tionale Abhangigkeit des Restkohlenstoffes vom Anstieg des Blutzuckers nicht 
bei allen Patienten vorliegt, wie ein Vergleich der Fille 18 und 19 sowie 22 und 23 
erkennen 14Bt. Eine Erktrung fiir diese Tatsache, die von den bisherigen Bear- 
beitern nicht erbracht werden konnten, sowie die Diskussion der widersprechen- 
den Ergebnisse anderer Autoren auf diesem Arbeitsgebiet folgen in zwei weiteren 
Arbeiten. 


Dem techn. Ass. Herrn Hermann Meyer danken wir fiir seine gewissen- 
hafte Mitarbeit. 
Zusammenfassung 


Friihere Arbeiten anderer Autoren werden hinsichtlich ihrer Metho- 
dik besprochen. Die grundsiatzlichen Voraussetzungen fiir eine sichere 
Bestimmung des Restkohlenstoffs in Blutfiltraten sowie die Beurteilung 
der Zuverlassigkeit mittels Testsubstanzen werden erortert. 
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In Anlehnung an das Verfahren von Lieb und Krainick wird 
eine Methode zur Bestimmung des Restkohlenstoffs in Blutfiltraten be- 
schrieben. Sie erméglicht die ,,direkte‘‘ Verbrennung des Filtrats unter 
Vermeidung der umstindlichen und leicht zu Fehlern fiihrenden Ein- 
ergung desselben. 

Die Normalwerte fiir den Restkohlenstoff Gesunder liegen zwischen 
etwa 90 und 120 mg?®/,. 


Zur Frage des Restkohlenstoffes bei Gesunden und Diabetikern 
Von 
Paul Hugo Schulitz 
Aus der Chemisch-physiologischen Abteilunz des Allgemeinen Krankenhauses Hamburg-Barmbek 


(Der Schriftleitung zugegangen am 22. Juni 1951) 


In der voranstehenden Arbeit! haben wir unsere Methodik zur Be- 
stimmung des Restkohlenstoffes in biologischen Fliissigkeiten, ins- 
besondere in enteiweiBtem Blutfiltrat, beschrieben. Das Verfahren hat 
sich bei uns in mehr als 300 Bestimmungen bewahrt. Bei Doppelbestim- 
mungen wurden in fast allen Fallen iibereinstimmende Werte gefunden. 
Als Normalwerte erhielten wir etwa 90—120 mg®/, Restkohlenstoff. 

Wie kommt nun dieser Normalwert zustande? Den Hauptanteil 
bilden, wie zu erwarten, die Kohlenhydrate. Auf Glucose bezogen, ent- 
fallen 40°/, ihres Gewichtes auf den Kohlenstoff. Auch bei den Disaccha- 
riden andert sich dieses Verhaltnis nicht wesentlich. Nehmen wir einen 
Durchschnitt von 100 mg®/, Blutzucker an, so entfallen darauf 40 mg®/, 
Restkohlenstoff. Den mit 40° des Blutzuckerwertes errechneten 
Kohlenstoffanteil bezeichnen wir nach W.Stepp? als Blutzuckerkohlen- 
stoff (BZC). Unter Blutzucker verstehen wir den auf Glucose bezogenen 
Reduktionswert. Dessen Bestimmung erfolgte im gleichen Filtrat nach 
Folin-Wu, und zwar mittels des lichtelektrischen Colorimeters, wobei 
bei jedem Ansatz zwei Vergleichswerte mit 100 mg®/, Glucose mitliefen. 

Obwohl die gefundenen Werte nicht allein Glucose anzeigen, diirfen 
die sich daraus ergebenden geringen Fehler als unwesentlich fiir die 
allgemeine Bedeutung der Ergebnisse in Kauf genommen werden. 
Weitere Kohlenstoffmengen des Blutfiltrats stammen aus bekannten 
kohlenstoffhaltigen Substanzen des Blutes, wie Harnstoff, Harnsiaure, 
Milchsaéure, Kreatinin, Kreatin, Aminosiure, Ketonkérpern, Adenosin- 
phosphorséiuren u.a. — Die Werte dieser Substanzen werden bei Ge- 


1 Diese Z. 288, 142 [1951]. 

2 Stepp, diese Z. 97, 213 [1916]; Biochem. Z. 87, 135 [1918]; Dtsch. Arch. 
klin. Med. 124, 177 [1917]. 
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Tab. 1. Nichtzucker-Kohlenstoff des Blutfiltrates. 


Aus Durchschnittswerten ergeben sich ungefahr folgende 
Mengen an Kohlenstoff in mg%: 


a en he ae 46,0 
MEE Se hae wel ea. 4,8 
Kreatin und Kreatinin. ......... 3,8 
SMBs), Virsteecitieudsse th 4s sith % 1,5 
EN ee eee ee ee 7,0 
Ameisensaure .......... 1,0 
Ketonkieper .........-.-+..-. 3,5 

Adenosinphosphorsauren und eine Reihe 

anderer in geringen Mengen vorhandener 
CN ES SEE or ae et a ee cee 2,0 
etwa 69.6 





h schwanken. Auf Grund der uns bekannten 


Mengen dieser Stoffe haben wir in Tab. 1 etwa 70 mg®/, Kohlenstoff 


errechnet. Dieser Betrag fiigt sich zusammen 
mit dem Kohlenstoff des Blutzuckers in den 
Rahmen unserer Normalwerte ein. Nach Stepp 
bezeichnen wir diesen nicht auf den Blutzucker 
entfallenden Kohlenstoffanteil des Blutfiltrates 
als Nichtzuckerkohlenstoff (NZC). Der NZC 
wird errechnet als Differenz zwischen Rest- 
kohlenstoff und Blutzuckerkohlenstoff (vgl. 
Abb. 1, a und b). Nach unseren Ergebnissen 
liegt der NZC beim Gesunden und einem 
groBen Teil der Diabetiker zwischen 60 und 
80 mg®/,. Ohne Zweifel ist die den stirksten 
Schwankungen unterworfene Komponente des 
Blutfiltrats der Blutzucker, der auch beim Ge- 
sunden zwischen 80 und 125 mg®/, schwanken 
kann. Das erklirt den weiten Spielraum des 
RC beim Gesunden. 

Unsere Normalwerte (Tab. 2) stimmen an- 
nahernd mit denen anderer Autoren, wie 
Manzini®, Claudatus* usw. iiberein, sind 
aber wesentlich niedriger als die von Stepp 
und seinen Mitarbeitern gefundenen. Das gleiche 
gilt fiir eine Reihe nicht diabetischer Patienten 
(Tab. 3). Diese Autoren geben als Normal- 
werte 136—220 mg®/, an. Dementsprechend 
inden sie auch hodhere Werte fiir den Nicht- 
zuckerkohlenstoff. Eine befriedigende Erklarung 
fiir diese Differenzen hat keiner der friiheren 
Bearbeiter geben kénnen. Lauersen und Voit® 


Z. 26. 149 [1910]; 82, 164 [1911]. 


’ Claudatus, diese Z. 215, 10 [1933]. 


Biochem. Z. 280, 276 [1935]. 
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Tab. 2. Restkohlenstoffwerte von Gesunden. 








Lfd. : BZ | BZC | RC | NZC 
Nr. Datum Name mg | mg®%, | mg, | mg®%, 
l 23. 3.49 L. 90 36 99 63 
2 1. 2.49 |Schwester S. | 110 44 119 75 
3 31. 7.50 Fr. 109 44 108 64 
4 4. 4.49 E.S. 100 40 108 68 
5 25. 4.49 E. K. 100 40 111 71 
6 25. 5.49 K. L. 105 42 115 73 
7 30. 5.49 A.S. 95 38 102 64 
8 31. 5.49 H. St. 90 36 101 65 
9 18. 6.49 A.C. 115 46 115 69 
10 8. 7.49 Ww. 100 40 116 76 




















Tab. 3. Restkohlenstoffwerte bei nicht diabetischen Patienten. 


























539 Datum | Name Diagnose Ps Y, ma?) myo / mat, 
1] 8. 4.49 Pat. M. z. B. Galle 125 50 127 77 
12 12. 4.49 Pat. B. Meningitis 90 36 | 121 85 
13 7. 4.49 Pat. R. Pneumonie 90 36 95 59 
14 1. 4.49 Pat. W. Myeloische 

Leukaemie 100 40 | 110 70 
15 22. 5.50 Pat. B. Hypotonie 104 42 } lll 69 
16 30. 3.49 Pat. M. Polycythaemie 90 36 | 168 | 132! 
17 |. 1.11.49 M. K. 350 140 209 69 
18 10. 11. 49 K. Mi. 300 120 179 59 
19 25. 4.50 M. K. 348 139 211 72 























glauben, daB Verluste an fliichtigen Substanzen, wie sie bei Ruppert® 
durch Einengen der Blutfiltrate entstehen, fiir die niedrigeren Werte 
verantwortlich zu machen seien. Die Mengen fliichtiger Substanzen im 
normalen Blut aber sind zu gering, um diesen Einwand zu rechtfertigen. 
Uberdies haben wir an mehr als 20 Blutfiltraten gesunder Personen 
Parallelbestimmungen ausgefiihrt, indem wir einmal 5ccm Filtrat 
direkt (entspr. unserer Methodik), zum andern die gleiche Menge nach 
dem Einengen auf dem Wasserbad untersuchten. In keinem der Fille 
waren Differenzen festzustellen, die die Fehlergrenze iiberschritten. Bei 
den meisten wurde sogar vollige Ubereinstimmung erzielt. Sicher ist, 
daB bei Blutfiltraten acetonémischer Patienten Verluste durch das Ein- 
engen entstehen. Da im Rahmen unserer Methodik das Einengen des 
Filtrates vermieden wird, bleibt bei unseren Ergebnissen keine Még- 
lichkeit fiir die erwihnte Deutung. Wir glauben indes, da die Methode 
der EnteiweiBung fiir die Hohe der Restkohlenstoffwerte von Bedeutung 
werden kann, wenn die Konzentrationsverhaltnisse der einzelnen Kom- 
ponenten des Ansatzes oder aber die Zeitdauer ihrer Einwirkung auf- 
einander von der Norm erheblich abweichen. So fanden wir beim Ar- 


® Ruppert, diese Z. 231, 213 [1935]. 
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beiten mit den von Stepp und Sauer’ vorgeschlagenen Ansatz bis- 
weilen héhere Werte, jedoch niemals in dem Mae, da die von den 
genannten Autoren gefundenen Werte dadurch eine Erklirung fanden. 
Da Stepp und Sauer bei ihren Bestimmungen auch héhere Reststick- 
stoffwerte fanden, halten wir es fiir méglich, daB die Differenz auf Amino- 
N-haltige Substanzen, vielleicht infolge einer leichten Hydrolyse, zuriick- 
zufiihren ist. 

Auch hinsichtlich der von Stepp*® angenommenen Werte fiir die 
bekannten kohlenstoffhaltigen Substanzen des Blutfiltrates stimmen 
wir mit diesem Autor nicht iiberein. Bei Nichtberiicksichtigung des 
Blutzuckerkohlenstoffes errechnet dieser einen Gehalt von 36,6 mg. 
Wir glauben dagegen, daB die von Deutschberger angegebenen Zahlen 
den Verhialtnissen gerechter werden, der einen Wert von 61,4 mg®/, 
errechnet. Deutschberger® zieht fiir den Versuch, die unbekannten 
Kohlenstoffanteile des Blutfiltrates zu erkliiren, die aus Pferdeblut 
isolierten Oxyproteinsaéuren heran. Nach seiner Auffassung hat Menschen- 
blut die gleiche Zusammensetzung wie Pferdeblut. Auf die Oxyprotein- 
siuren sollen nach der Meinung dieses Autors die hohen Nichtzucker- 
kohlenstoffwerte von Stepp und Mitarbeitern zuriickzufiihren sein. 
Er glaubt, daB diese Oxyproteinsiuren bei der EnteiweiBung mit 
Natriumwolframatschwefelsiure, nicht aber mit Phosphorwolfram- 
siure gefallt werden. Stepp und Sauer sind geneigt, sich seinen Aus- 
fiihrungen anzuschlieBen. 

Wir stimmen mit dieser Ansicht nicht iiberein. In keinem der 
Versuche, die wir in genauer Befolgung der EnteiweiBungsmethode 
der letztgenannten Autoren durchfiihrten, gelang es uns, die Rest- 
kohlenstoffwerte von Stepp und Sauer zu bestiatigen, vielmehr fanden 
wir bei diesen Bestimmungen villige Ubereinstimmung mit den nach 
unserem EnteiweiBungsverfahren erhaltenen. Wir halten es iiberdies 
fiir gewagt, die Ergebnisse Deutschbergers zu Vergleichen heran- 
zuziehen, weil sie unter stark abweichenden Versuchsbedingungen er- 
zielt worden sind. So la8t Deutschberger das Blut bzw. Plasma 
durch Salzséure koagulieren und erst dann das Filtrat mit Phosphor- 
wolframsiure enteiweiBen. U.E. kann dieses Filtrat keineswegs dem 
von Stepp gleichgesetzt werden. In einer ihrer Arbeiten geben Stepp 
und Sauer zu, da8 fiir so groBe Mengen Oxyproteinsiuren bei gewissen 
Diabetesfaillen kaum Raum sei. Wir bemerken auBerdem, daB auch 
bei einigen Normalfallen dieser Autoren mit einem Nichtzuckerkohlen- 
stoffgehalt von 91 mg®/, der Kohlenstoffgehalt der Oxyproteinsiuren 
nicht unterzubringen ist. Es fallt weiterhin auf, daB auch Stepp Nicht- 
zuckerkohlenstoffwerte findet, die den unsrigen nahekommen. 

Bei Restkohlenstoffbestimmungen, die wir in mehr 
als 200 Fallen und unter vielfaltiger Variation der Ent- 


7 Stepp u. Sauer, Dtsch. Arch. klin. Med. 165, 223 [1929]; 165, 232 [1929]. 
* Stepp, Ergebn. Physiol., biol. Chem. exp. Pharmakol. 19, 290 [1911]. 
* Deutschberger, Biochem. Z. 198, 268 [1928]. 
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eiweiBung durchfihrten, konnten wir keinerlei Anhalts- 
punkte dafiir finden, da8 unsere Normalblutfiltrate un- 
bekannte C-Trager enthalten. 

Es ist nun verstandlich, daB beim Diabetiker der Restkohlenstoff 
erheblich ansteigt, und zwar in Abhangigkeit vom Gehalt an Blutzucker 
(Abb. 1b, Tab. 4). Dieser Anstieg mu8 normalerweise mit dem Blut- 


Tab. 4. Restkohlenstoffwerte bei Diabetikern. 























Lf. BZ | BZC |] RC | NZC 
» 7. oo Name | mg% | mg%, | mg% | mg®%, 
20 | 7. 6.50 | Pat.K. | 198 | 79 | 156 | 77 
21 | 2. 8.50 | Pat. P. | 208] 82] 156] 74 
92 | 14. 8.50 | Pat. W. | 214 | 86 | 163 | 77 
23 | 17. 6.50 | Pat. M. | 220 | 88 | 163 | 75 
24 | 17. 7.50 | Pat. Kr. | 155 | 62 | 133 | 71 
25 | 10.11.50 | Pat.R. | 348 | 139 | 213 | 74 
26 | 30. 6.50 | Pat. B. | 414 | 166 | 249 | $3 

7 | 17. 6.50 | Pat. st. | 324 | 129 | 212 | 83 
23 | 12. 6.50 | Pat. Sch. | 192 | 77 | 150 | 73 
29 | 21. 6.50 | Pat. Schm| 152 | 61 | 136 | 75 
30 | 19. 7.50 | Pat. Ki. | 430 | 172 | 232 | 60 
31 | 4. 9.50 | Pat. He. | 271 | 108 | 177 | 69 
32 | 7. 9.50 | Pat. Hi. | 320 | 128 | 197 | 69 





zuckeranstieg parallel gehen und 40°, des letzteren betragen. Diese 
Tatsache findet ihren Ausdruck auch darin, da8 der Nichtzuckerkohlen- 
stoff in der Norm bleibt. Wir haben bei etwa 100 Diabetikern Rest- 
kohlenstoffwerte gefunden, die diesen Uberlegungen entsprechen. Bei 
einer Reihe anderer Diabetiker (Abb. 1c, Tab. 5) dagegen liegen die 
Restkohlenstoffwerte héher, als nach dem Anstieg des Blutzuckers zu 
erwarten ware. Diese Feststellung stimmt iiberein mit den Ergebnissen 
von Stepp und Mitarbeitern. Setzt man in den betreffenden Fallen 
den aus dem Blutzucker errechneten Kohlenstoffanteil vom Rest- 
kohlenstoff ab, so ergeben sich erhéhte Werte fiir den Nichtzucker- 
kohlenstoff. Stepp und Mitarbeiter haben ihre Diabetesfille in drei 
Kategorien eingeteilt: Sie zihlen zu der ersten die Faille, bei denen der 
Restkohlenstoff mit dem Anstieg des Blutzuckers parallel geht, zur 


Tab. 5. Restkohlenstoffwerte bei Diabetikern. 









































: ‘ rr | Ges.- B-Oxy- 
- Datum Name RO BZC BZ NZC Aceton butter 
Nr. mg% | mg? | mg% | mg" | y150/ | Sdure 

8/0 mg”, 

33 7. 6. 50 Pat. Stri. 178 71 192 121 1,2 9,4 
34 5. 6. 50 Pat. KI]. 330 132 238 106 0,2 5,0 
35 8. 6. 50 Dr. v. L. 

(31 J.) 250 100 | 220 120 0,2 5,6 
36 2. 6. 50 8. 

(50 J.) 295 118 216 98 0,7 4,4 
37 Z. 

(43 J.) 
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zweiten die Fille, bei denen der Anstieg héher ist, als nach dem Blut- 
zuckeranstieg zu errechnen ware und zur dritten die Diabetiker, bei 
denen der Anstieg des Restkohlenstoffes hinter dem aus dem Blutzucker- 
anstieg zu errechnenden zuriickbleibt. Sie berichten dabei iiber einen 
Fall, in dem der Kohlenstoffanteil des Blutzuckers rechnerisch hoher 
liegt als der gesamte Restkohlenstoff. Eine derartige Konstellation 
halten wir physiologisch fiir undenkbar. Wir konnten in dieser Richtung 
lediglich geringe Senkungen des Nichtzuckerkohlenstoffes bis auf etwa 
50 mg®/, feststellen. Stepp und Sauer’ vertreten die Auffassung, 
daB ein Anstieg des NZ-Kohlenstoffes (Kategorie 2) vor allem bei 
schweren Fallen von Diabetes nachweisbar und prognostisch als un- 
giinstig zu bewerten sei. Wir kénnen bestitigen, daB eine Erhéhung des 
Nichtzuckerkohlenstoffes meistens bei schweren und dekompensierten 
Diabetesfaillen beobachtet wird. Eine derartige Erhéhung sahen wir 
aber auch bei nicht ausreichend mit Insulin versorgten Diabetikern 
geringer Blutzuckergrade, z. B. einer von der Klinik als kompensiert 
bezeichneten jungen Diabetikern, die ohne Insulin, lediglich durch ent- 
sprechende Diat eingestellt worden war. Eine befriedigende Erklarung 
fiir die Art der Substanzen, die den Anstieg des NZC verursachen, haben 
die genannten Autoren nicht geben kénnen. Ihre Auffassung, daB die 
Anhiufung von Acetonkérpern im Blut den Kohlenstoff so stark in 
die Hohe treibt, reicht zur Erklaérung keinesfalls aus. Einmal ist 
die Menge der Acetonkérper, wie wir in vielen Fallen feststellen konnten, 
zu gering — Stepp und Sauer haben die Mengen der Acetonkorper 
nicht angegeben —, u.a. findet sich ein Anstieg des NZC auch bei 
Diabetikern mit normalen Acetonkérperwerten (Tab. 5). 

Als Ergebnis unserer Arbeiten auf diesem Gebiet haben wir nun 
feststellen kénnen, daB der Anstieg des Nichtzuckerkohlenstoffes mit 
groBter Wahrscheinlichkeit auf das Vorhandensein von Oligosacchariden 
im Blutfiltrat zuriickzufiihren ist, die bei einer Stérung des Kohlen- 
hydratstoffwechsels unter dem Mangel an Insulin auftreten kénnen. 
Wir berichten dariiber in einer weiteren Arbeit. 


Zusammenfassung 

Die Normalwerte fiir den Restkohlenstoff in Blutfiltraten und die 
Beziehungen zwischen Restkohlenstoff und Nichtzucker-Kohlenstoff bei 
Diabetikern werden erortert. 

Der Nichtzucker-Kohlenstoff liegt bei Gesunden und einem Teil 
der diabetischen Patienten zwischen etwa 60—80 mg®/,, bei andern 
Diabetikern tiberschreitet er diese Werte betrachtlich. 

Die moglichen Ursachen fiir die abweichenden Ergebnisse friiherer 
Bearbeiter, u. a. die Rolle der Oxyproteinsiuren in dieser Frage, werden 
diskutiert. 

Mit Natriumwolframat-Schwefelsiure erhaltene Blutfiltrate Ge- 
sunder enthalten keine fiir diese Frage wesentliche C-Trager. 
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BeeinfluBt die Silikose den Kieselsdéurespiegel 
im menschlichen Blut ? 
Von 
G. Worth und G. Campen 


Aus der inneren Abteilung des Krankenhauses Bethanien in Moers/Niederrhein (Chefarzt: Dr. med. 
G. Worth) und dem Forschungslaboratorium der Chemischen Werke RheinpreuBen in Moers 
(Direktor: Dr. Grimme) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 26. Juni 1951) 


Obwohl der Kieselsiure in der Physiologie des Menschen ent- 

sprechend ihrem umfangreichen Vorkommen in der Natur viel Auf- 
merksamkeit geschenkt worden ist, diirfte von allen anorganischen 
Bestandteilen im Stoffwechselgeschehen des menschlichen Organismus 
iiber das Silicium am wenigsten bekannt sein. Die verschiedenen, zum 
Teil widersprechenden Angaben zahlreicher Arbeiten, in denen iiber 
den Nachweis dieses unentbehrlichen Spurelementes in fast allen mensch- 
lichen und tierischen Organen berichtet wird, erlauben keinen tieferen 
tinblick in die biologischen Vorginge beim Silicium-Stoffwechsel. 
AuBer der chemisch-analytisch nicht leichten Aufgabe, Kieselsiure in 
geringen Mengen quantitativ in Organen, Geweben und vor allem im 
Blut zu erfassen, ist die Bestimmung des Siliciums wegen seines univer- 
sellen Vorkommens sehr erschwert. Bei den auferordentlich geringen 
Mengen k6énnen geringste Verunreinigungen der Analysengerate, der 
zur Bestimmung verwendeten Reagenzien, bei der Vorbereitung und 
Sterilisation der Spritzen zur Blutentnahme, beim Bluttransport usw. 
erhebliche Fehler bedingen. 

Besonderen Anla8 zur Durchfiihrung von Kieselsiurebestimmungen 
im menschlichen Blut gab uns das grofe Krankengut an Silikose- 
Gefahrdeten und -Erkrankten aus dem linksniederrheinischen Berg- 
baugebiet, bei welchen die Frage nach einem evtl. vorliegenden erhéhten 
SiO,-Spiegel im Blut immer noch nicht sicher geklart ist. Da wir ex- 
perimentell durch perorale Zufuhr leicht loéslicher Kieselsiure eine 
Steigerung des Siliciumspiegels im Blut erzielen konnten, lag die Ver- 
mutung sehr nahe, daB auch im Blut von Bergarbeitern, die waihrend 
ihrer Arbeit einer staéndigen Quarzinhalation ausgesetzt sind, ein hoherer 
Kieselséurewert zu finden sei. Eine Bestatigung dieser Annahme wiirde 
die heute allgemein geltende Ansicht von der chemischen Wirksamkeit 
der gelésten Kieselsiure bei der Entstehung der Silikose wesentlich 
stitzen. 

R6Ble!' hat bereits im Jahre 1921 auf Grund seiner pathologisch-anatomischen 
Studien die Meinung vertreten, da8 .,die eingeatmeten Staubmengen fiir die 
Gewebssafte nicht durchaus unléslich sind und daB der auffallig fibrése Charakter 
der tuberkulésen Granulationen auch in staubfreien Teilen von einer Imbibition 


mit narbenférderlichen Stoffen herriihrt‘‘. So komme es iibrigens, ,,da8 man in 
den Lungen von Staubarbeitern neben ruBreichen oder sonst staubbeladenen 


“1 R.R6Ble, Beitr. Klin. Tuberkul. spezif. Tuberkul.-Forsch. 47, 325 [1921 ]. 
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Narben ganzlich staubfreie, helle Narben zu sehen bekommt*. Fiir die Annahme 
der Léslichkeit und chemischen Einwirkung der Kieselsiure bei der Silikoseent- 
stehung sprechen auch die klinischen Erfahrungen von Reichmann und Schiir- 
mann’, von Béhme® sowie pathologisch-anatomische Beobachtungen von Di 
Biasi‘, wonach bereits bestehende silikotische Lungenverinderungen auch nach 
Aufgabe der staubgefahrdeten Arbeit fortschreiten kénnen. Siegmund und 
Koppenhéfer sowie Hellmers und Udluft® weisen auf die Wirksamkeit kolloidal 
geloster Kieselsiure hin. Ickert, Beger, Emmons und Wilcox® sind der An- 
sicht, da8 die in der alkalischen Gewebsfliissigkeit lésliche Kieselsiure die Silikose 
verursache. Von englischer Seite liegen neuere Arbeiten vor, die ebenfalls die geléste 
Kieselsiure als das wirksame silikogene Agens erscheinen lassen. King? weist 
in ausgedehnten Versuchen eine Parallelitat zwischen der Léslichkeit des Quarzes 
und seiner Pathogenitét mit gewissen Einschrankungen nach. Holzapfel® fiihrt 
auf Grund ihres Nachweises esterartiger Kieselsiureverbindungen mit Lipoiden 
die Lungenschadigung durch Quarz auf organische Kieselsiureverbindungen 
zuriick. Wiesinger® hebt die Bedeutung der Wasserstoffionen-Konzentration 
des Gewebes fiir die Léslichkeit der freien Kieselsiure hervor und halt die zeitlich 
und individuell wechselnden py-Werte des GefaiB-Bindegewebsapparates der 
Lungen mafgebend fiir die unterschiedliche Silikosedisposition.. Die verschiedene 
Wirkung der sauren und basischen Mineralien fiihrt auch Koelsch?® zum Teil 
auf die Wasserstoffionen-Konzentration des Gewebssaftes zuriick. Auf Grund 
tierexperimenteller Untersuchungen nehmen Denny, Robson und Irwin"! 
unter Hinweis auf die Tatsache der Verminderung der Léslichkeit des Quarzes 
in Gegenwart von Aluminium an, daB die silikogene Wirkung des Quarzes durch 
Beimischung von Aluminiumstaub zur Atemluft verhiitet bzw. vermindert wird. 

Wenn man diese-Forschungsergebnisse, namentlich aus den letzten 
Jahren beriicksichtigt, kann an der Léslichkeit der eingeatmeten Quarz- 
partikel in der menschlichen Lunge in einem gewissen Grade kaum 
gezweifelt werden. Damit ergibt sich die Frage, inwieweit die Silikose 
als allgemeines Stoffwechselproblem gelten kann. 


Auf die ersten Kieselsiurebestimmungen im Blut sei an dieser Stelle nur kurz 
hingewiesen. Bereits im Jahre 1857 konnte Witting** in der Blutasche einer an 
Gelenkrheumatismus gestorbenen Frau 0,53°/, SiO, nachweisen. In Fortsetzung 
der systematischen Untersuchungen des Kieselsiuregehaltes von menschlichen 
und tierischen Geweben durch Hugo Schulz dehnte Gonnermann™ diese 


? Reichmann u. Schiirmann, Zbl. Gewerbehyg. Unfallverhiit. 2, 121—132 
[1935]. 

3 A. Bohme, Verh. dtsch. Ges. inn. Med. XL VIII Kongr. Wiesbaden 1936, 
S. 126—142. 

4 W. Di Biasi, Beitr. Silikose-Forsch., H.3 [1949]. 

5 Siegmund, Arch. Gewerbepathol. Gewerbehyg. 6, 1 [1935]; G. F. Koppen- 
héfer, ebenda 6, 18 [1935]; Hellmers u. Udluft, Z. Berg-, Hiitten- u. Salinen- 
wes. dtsch. Reich 1987, 572. 

® Ickert, Med. Klin. 34, 1566 [1938]; Beger, Med. Klin., 30, 1222, 1258 
[1934]; Emmons u. Wilcox, zit. nach Staub. H. 20. 

7 E. J. King, Occupational Med. 4, 26 [1947]. 

8’ Holzapfel, Naturwiss. 30, 185 [1942]. 

® A. Wiesinger, Beitr. Silikoseforsch., H. 4 [1949]. 

10 Koelsch, Regensburger Jahrbuch fiir arztl. Fortbildung, Bd. I, VI, Teil- 
lieferung 1950. 

11 Denny, Robson u. Irwin, Canad. med. Assoc. J. 37, 1—11 [1937]. 

122 E. Witting, Arch. de pharmacie, 140 [1857]. 

13 H. Schulz, Pfliigers Arch. ges. Physiol. 84, 67 [1901]; 144, 346 [1912]. 

14M. Gonnermann, diese Z. 99, 255—296 [1917]; Biochem. Z. 88, 401—415 
[1918]. 
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auf das Blut aus. An den zwei von ihm untersuchten Proben menschlichen Blutes 
ermittelte er 2,35 und 2,26°/, in der Asche. Béhme und Kraut (1932) fanden 
bei SiO,-Bestimmungen in der Blutasche von gesunden Menschen durchschnitt- 
lich 1,779/p, bei Bergarbeitern ohne Silikose 2,73°/,, bei Bergleuten mit leichter 
Silikose 3,88°/,, bei Bergmannern mit mittelgradiger Silikose 4,50°/, und solchen 
mit schwerer Silikose 4,05°/, SiO0,. Diese mit einem gravimetrischen Verfahren '® 
erzielten Ergebnisse werden nach einer spateren Arbeit von Kraut und Weber?’ 
(1942) als viel zu hochliegend angesehen. Sie entwickelten eine zuverlassigere Be- 
stimmungsmethode, bei deren Anwendung sich in 100-ccm Blut von 22 gesunden 
Menschen ein Kieselséurewert zwischen 0 und 1,1 mg®/,, im Durchschnitt 0,55 mg®/, 
ergab. Innerhalb dieser GréBenordnung liegen auch die Angaben von Lematte 
und Kahane?® sowie die Bestimmungen von King und Dolan’®. 


Nach 1/,jahriger Einstudierung* der SiO,-Bestimmungsmethode, 
die wir im folgenden wiedergeben, begannen wir mit den eigentlichen 
Untersuchungen. Bei der Bestimmung der Kieselsiure im Blut hielten 
wir uns an eine Methode, die Kraut und Weber?’ 1942 beschrieben. 
Sie modifizierten das kolorimetrische Mikroverfahren von Urbach?°® 
zur Kieselsiurebestimmung im Wasser fiir die Zwecke der Blutanalyse. 
Kieselsdure bildet mit Ammonmolybdat einen gelben Komplex, der 
sich unter Blaufarbung reduzieren lé8t. Die Blaufarbung ist im Stufen- 
photometer meBbar. Unter Hinweis auf die Arbeiten von Urbach?® 
sowie Kraut und Weber!’ verzichten wir auf die eingehende Be- 
schreibung des Analysenganges, geben dafiir aber einige Hinweise, 
deren Beachtung fiir die Analyse wesentlich ist. 

Wie Kraut und Weber beschreiben, erfordert die Herstellung SiO,-freier 
Reagenzienlésungen ganz besondere Sorgfalt. Zu Beginn unserer Untersuchungen 
muBten wir noch Blindwerte von rund 20 » SiO, pro ml hinnehmen. Da die Kiesel- 
siurewerte im Blut zwischen 2—20 y pro ml schwanken kénnen, ist ein derartiger 
Blindwert viel zu hoch, um einwandfreie Werte erwarten zu lassen. Bei Verwendung 
von Frischpackungen zeigten die Chemikalien pro analysi von Merck im allgemeinen 
nur sehr geringe SiO,-Verunreinigungen. Die grundsatzlich in Jenaer Glas ange- 
setzten Losungen wurden sofort in KunststoffgefiBe umgefiillt. Die Salzsiure 
stellten wir durch Einleiten von HCI-Gas (aus einer Stahlflasche) in Wasser (in 
einer Kunststofflasche) her. Wegen der Empfindlichkeit des Kunststoffes gegen- 
iiber Schwefeltrioxyd muBten wir den LésungsprozeB in GlasgefaBen durchfiihren, 
fiillten die gebildete Schwefelsiure aber sofort in eine Kunststofflasche um. Das 
Wasser fiir die Lésungen wurde aus einer Kupferapparatur redestilliert und in 
einem Vorratsbehalter aus Kunststoff aufgefangen. So erreichten wir schlieBlich 
Blindwerte von 5—7 y pro ml. Die ersten Proben wurden genau nach den Angaben 
von Kraut und Weber?’ untersucht. Fiir den Transport des in der Klinik ent- 
nommenen Blutes zum Laboratorium benutzten wir zuerst Réhren aus Plexiglas. 
Die zur Vermeidung der Blutgerinnung angewandten Zusitze (Natriumcitrat- 
lésung oder Vetren) erhéhten leider den Blindwert und ergaben bei Kontroll- 


* Wir danken Herrn A. Rauh fiir die eifrige Durchfiihrung der einzelnen 
Analysen. 

1 A, Bohme u. H. Kraut, Arbeitsphysiol. 5, 269-277 [1932]. 

16 H. Kraut, diese Z. 194, 81—97 [1931]. 

17 H. Kraut u. M. Weber, diese Z. 275, 127-134 [1942]. 

18 L. Lematte u. E. Kahane, C. R. hebd. Séances Acad. Sci. 196, 575—578 
[1933]; Ausz. Kongr. zbl. inn. Med. 73, 39 [1934]. 

19 KE. J. King u. M. Dolan, Canad. med. Assoc. J. 31, 21—26 [1934]. 

20 C. Urbach, Mikrochem. 14, 199ff. [1934]. 
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analysen so starke Schwankungen, da wir uns entschlossen, die Probenahme 
grundsatzlich abzuandern. Mit einer Rekordspritze entnahmen wir 5 ml Blut aus 
der Cubitalvene und fiillten die sofort mit einer Kolbenpipette abgezweigte Blut- 
menge von | ml in einen Platintiegel. Damit wurde das Trocknen des Blutes und 
das Zerreiben im Achat-Morser iiberfliissig. Nach vorsichtiger Veraschung des 
Blutes behandelten wir es nach den Angaben von Kraut und Weber” weiter 
und erhielten dabei ausgezeichnet reproduzierbare Werte. Die hohe Empfindlich- 
keit der Methode erfordert eine auBerordentlich saubere Arbeitsweise. Wir ge- 
brauchten grundsatzlich keine Spritzen der Klinik, sondern nur eigene Spritzen, 
die fiir diesen Zweck besonders ausgesucht und gereinigt wurden. Vor dem Steri- 
lisieren im Trockenschrank wurde ein Tropfen Paraffinél in die Spritzen gegeben. 
um ein leichtes Gleiten der Kolben zu sichern. Es ist darauf zu achten, daB der 
Kolben der Spritze nicht zu stramm geht, da sonst Glas von der Wand abgerieben 
wird. Beim Spiilen der Spritze ist der Kolbenring jedesmal zu entfernen. Der 
Instrumenten-Kocher mu8B immer wieder mit frisch hergestelltem doppelt destil- 
liertem Wasser gefiillt werden. Zur Vermeidung jeglicher Verunreinigung diirfen 
simtliche Glasgerate ausschlieBlich nur fiir die SiO,- Bestimmungen benutzt werden. 
Wir machten die Erfahrung, daB nach langeren Untersuchungspausen die Analysen- 
werte durch die nunmehr etwas verunreinigten Glasgerate bei den ersten Proben 
ungenau wurden. Die Untersuchungen wurden in einem kleinen Sonder-Labora- 
torium durchgefiihrt. GréBere Handwerkerarbeiten in nebenliegenden Raumen 
kénnen bereits durch aufgewirbelten Staub die Ergebnisse verfalschen. 


Wie einleitend erwahnt, konnten wir nach peroraler Zufuhr von 
leicht léslicher Kieselsiure eine Steigerung des Siliciumspiegels im Blut 
und im Urin beobachten. Wir bestimmten bei gesunden Personen jeweils 
morgens niichtern den SiO,-Gehalt in Blut und Urin und in regel- 
maBigen Zeitabsténden erneut nach peroraler Verabreichung von 
6 Tabl. Silicol (colloidales KieseleiweiB der Fa. Laves, Hannover; in 
einer Tablette sind 0,1 g SiO, enthalten) oder 50 Tropfen Silistren 
(Tetraglykolester der Kieselsiure mit 18—20°/, SiO, der Fa. Bayer, 
Leverkusen). Von 9 dhnlich verlaufenen Beobachtungsfallen zeigt 
folgende Tabelle die Resorptions- und Ausscheidungsverhaltnisse der 
Kieselsiure im Blut und Urin. 


SiO,-Spiegel in y/ml Blut bzw. Urin. 











im Niichtern- Stunden nach peroraler Verabreichung von 
blut bzw. 50 Tropfen ,,Silistren“’ (Bayer) 
Sammelurin : 
des Vortages 2 | 3 | 4 6 | 8 9 24 
Fall 1: Blut. 6.7 8,2 15,1 6,4 6,9 
Urin . 51 43 230 132 45 
Fall 2: Blut . 4.5 9,3 10,25} 10,3 8,45 2,65 
Urin . 26 70 242 281 189 47 























Im folgenden geben wir die Ergebnisse von den Doppelbestim- 
mungen bei insgesamt 264 Personen, denen morgens niichtern Blut 
zur chemischen Untersuchung entnommen wurde, wieder. 

Die SiO,-Bestimmung im Gesamtblut ergab bei diesen 264 Menschen 
ohne Riicksicht auf Alter, Geschlecht, Gesundheitszustand oder Berufs- 
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anamnese einen durchschnittlichen Wert von 8,3 + 2,4* y SiO, pro 
ml Gesamtblut. 

Nimmt man die Manner fiir sich allein, so findet sich bei 210 Per- 
sonen ein Durchschnittswert von 8,4 + 2,4 y SiO, pro ml Gesamtblut. 

54 Frauen zeigen einen durchschnittlichen SiO,-Spiegel von 
8.0 + 2,5 y pro ml Gesamtblut. 

Da die Differenz der Durchschnittswerte bei Mannern und Frauen 
0.4y (8,4—8,0), die mittlere quadratische Abweichung + 2.4 bzw. 
| 2.5 betragt, liegt dieser Unterschied weit innerhalb der Fehlergrenze. 

Auch bei der Unterteilung der gefundenen Blutwerte der Manner 
nach drei groBen Altersklagsen ergeben sich keine statistisch gesicherten 
Differenzen. 











: oP Zahl der Mittelwert Mittlere 
Alter der Manner Siemans Einzel- y SiO,/ml | quadratische 
bestimmungen| Gesamtblut | Abweichung 
bis 25 Jahre... . . 12 24 9,1 + 1,4 
25 bis 50 Jahre . . . 25 50 8,5 + 3,2 
iiber 50 Jahre... . 103 206 8,2 + 1,9 














Die Protokolle der Einzelbestimmungen von 127 Bergleuten, bei 
denen verschiedene Grade von Silikose vorlagen, méchten wir wegen 
ihrer besonderen Bedeutung im Rahmen dieser Arbeit tabellarisch auf- 
fiihren : 


Nach Tab. 1, 2 und 3 liegen die Durchschnittswerte des SiO,- 
Spiegels im Blut bei Bergleuten mit beginnender, leichter und mittel- 
gradiger Silikose geringfiigig unter dem Durchschnittswert aller unter- 
suchten Personen. Auch der Blutkieselsiurespiegel bei den Tragern 
einer Silikotuberkulose weicht kaum von dem allgemeinen Durch- 
schnittswert ab. Bei den Patienten mit schwerer Silikose (nach Ziff. 17a 
der 4. Verordnung) ergibt ein Kieselsiurespiegel von 10,2-+-2,6 y SiO,/ml 
Blut einen Unterschied von 1,9 y/ml gegeniiber dem Gesamtdurchschnitt 
(bei 264 Menschen) von 8,3+-2,4 y/ml. Diese Differenz liegt noch inner- 
halb des einfachen Wertes von o, wiahrend iibereinkunftsgema8 zum 
statistischen Ausschlu8 eines zufalligen Unterschiedes eine Differenz 
> 30 erforderlich ist. Ebensowenig zeigt der Vergleich der festgestellten 
Differenzen bei den iibrigen Gruppen von Silikosetragern mit der sog. 
..mittleren Abweichung* belegbare Unterschiede. 

Anhangsweise méchten wir in gedrangter Ubersicht aus unserem klinischen 


Beobachtungsgut die Ergebnisse der SiO,-Bestimmung bei folgenden Gruppen 
von Krankheiten mitteilen: 


* Die StreuungsmaBe stellen die mittlere quadratische Abweichung vom 
Durchschnittswert samtlicher 528 durchgefiihrten Einzelbestimmungen dar. 





G. Worth und G. Campen, 
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Zahl der Mittelwert Mittlere 
Anzahl der | “Einzel- | y SiO,/ml_| quadratische 
bestimmungen| Gesamtblut | Abweichung 
Entziindliche Erkran- 

ROME on theres 78 156 8,3 + 2,5 
Geschwulsterkrankun- 

gen (vorwiegend Car- 

CUNO) 6k xpi ial 5 10 uF + 1,9 
Bluterkrankungen 5 10 Hl + 1,5 
Stoffwechsel- und hor- 

monale Erkrankun- 

Se cea hte Males 7 14 8,0 + 3,0 
Sonstige Erkrankungen 32 | 8,8 + 2,8 














Tabellen 1—5. SiO,-Spiegel im Blut von Bergleuten 
Tab. 1. Beginnende Silikose 























y SiO, pro ml 
Fall-Nr Alter’ Untertage- | davon Jahre} Gesamtblut Mittlere 
es Alter vor Gestein | (Mittelwert aus | Abweichung 
F 2 Bestimmungen) 
] 60 22 16 5,5 + 0,5 
2 48 29 5 6,5 + 0,5 
3 52 33 20 5,7 +0,1 
4 51 25 10 6,8 + 0,4 
5 36 10 4 ry + 0,4 
6 47 20 6 aah + 0,9 
7 52 20 1 5,9 + 0,5 
8 52 29 18 6,5 + 0,5 
9 59 20 20 5,95 + 0,15 
10 49 34 5 4,5 +0,1 
1] 42 23 2 4,9 + 0,3 
12 57 39 17 7,6 + 0,6 
13 37 17 1 5,3 +0,1 
14 51 33 10 6,7 + 0,0 
15 50 35 15 6,2 + 9,3 
16 40 25 6 5,75 + 0,05 
li 42 26 12 6,25 + 0,25 
18 60 35 26 5,3 + 0,3 
19 47 30 8 6,3 + 0,9 
20 41 21 10 5,4 + 0,8 
21 39 24 23 6,2 + 0,2 
22 40 22 10 7,25 + 0,85 
23 47 27 2 5,5 +0,1 
24 46 25 12 a4 + 0,7 
25 47 30 15 6,3 + 0,1 
26 46 25 4 10,2 + 0,0 
27 44 18 18 9,3 + 0,7 
28 43 24 2 6,65 + 0,65 
Durchschnitt: 6,5 + 1,3 
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Tab. 2. Leichtgradige Silikose 























‘all -N Alte Untertage- | davon Jahre} Gesamtblut Mittlere 
Fall-Nr. ® Alter vor Gestein | (Mittelwert aus |Abweichung 
2 Bestimmungen) 
1 54 32 30 7,8 + 1,0 
2 53 34 5 11,25 + 0,65 
3 44 26 13 9,3 + 0,7 
4 54 35 3 10,5 + 0,1 
5 46 29 12 10,5 + 0,8 
6 47 26 10 9,4 + 0,1 
7 42 23 1 10,3 + 0,1 
8 43 22 0 10,25 + 0,15 
9 55 38 12 7,85 + 0,55 
10 63 46 0 6,3 +0,1 
ll 57 15 15 7,8 + 0,4 
12 43 25 18 7,55 + 0,25 
13 62 30 15 6,2 + 0,4 
14 42 15 15 6,3 + 0,3 
15 50 32 15 5,15 + 0,05 
16 42 22 2 6,1 + 0,3 
17 53 35 9 6,8 + 0,0 
18 55 34 25 6,3 + 0,0 
19 59 28 15 6,65 + 0,35 
20 42 23 1] 7,2 + 0,4 
21 46 28 0 7,0 + 0,2 
22 51 34 9 8,6 + 0,6 
23 50 30 25 6,0 + 0,0 
24 43 12 3 6,7 + 0,3 
25 At 26 8 6,2 + 0,2 
26 48 26 3 6,2 + 0,6 
27 41 16 2 9,0 + 0,4 
28 46 26 1 7,9 + 0,7 
29 56 25 16 10,7 + 0,5 
Durchschnitt: 7,9 + 1,8 


Die Ubersicht auf S. 160 oben la8t bei Anwendung der statistischen 
Berechnungsregeln trotz der verschiedenartigen Erkrankungen keine 
verwertbaren Differenzen des SiO,-Spiegels im menschlichen Blut er- 
kennen. Die Mitteilung von Kranzfelder?!, der im Blut von Tuber- 
kuloseerkrankten einen durchschnittlich um 18°/, héherliegenden Kiesel- 
siuregehalt als von Gesunden feststellte, konnten wir nicht bestitigen. 

Wenn nun einerseits an der partiellen Léslichkeit des eingeatmeten 
Quarzes im Lungengewebe kaum gezweifelt und andererseits im Blut 
chemisch-analytisch an Hand eines groBen Beobachtungsgutes von 
Silikoseerkrankten aller Grade ein erhéhter SiO,-Spiegel nicht fest- 
gestellt werden kann, so ergibt sich hieraus ein gewisser Widerspruch. 
Zunichst fragt sich, ob die Léslichkeit der Kieselsiure im Organismus 
so gering ist oder so langsam vor sich geht, daB keine mit der chemischen 


*t R.H. Kranzfelder, Z. Tuberkul. 59, 398 [1931]. 
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Tab. 3. Mittelgradige Silikose 























y SiO, pro ml 
Fall-Nr Alter Untertage- | davon Jahre| Gesamtblut Mittlere 
planer acs Alter vor Gestein | (Mittelwert aus | Abweichung 
2 Bestimmungen) 
I 58 38 3 6,7 t 0,1 
2 65 28 28 6,55 + 0,95 
3 48 30 4 7,05 + 0,65 
4 50 33 2: 7,2 t 0,8 
5 54 33 10 8,35 t 0,25 
6 65 48 12 6,0 + 0,4 
7 67 30 15 6,6 t 0,2 
8 48 32 3 $,95 + 0,55 
9 58 4] 25 6,8 + 0,4 
10 52 35 l 7,4 + 0,8 
1] 48 31 6 6,8 + 0,6 
12 48 33 29 9,45 + 0,05 
13 41 26 13 8,9 t 0,9 
14 56 34 2 5,95 t 0,25 
15 50 35 15 11,9 t 0,5 
16 47 30 24 8,7 + 0,1 
17 51 32 25 y | 0,1 
18 46 - 20 5 6,85 0,25 
19 58 27 10 8,35 t+ 0,25 
20 48 32 25 7,45 t 0,15 
21 60 38 24 5,6 + 0,2 
Durchschnitt: 7,6 + 1,5 


Methode faBbaren Unterschiede auftreten. Aber auch Weil” konnte 
an Hand von quantitativen Siliciumbestimmungen im Blut von 125 
Schauinsland-Bergarbeitern mit Hilfe der Emissionsspektralanalyse 
(nach Gerlach) die Vermutung, bei sicher Staublungenerkrankten 
einen wesentlich gréBeren Siliciumgehalt des Blutes als bei Nichtstaub- 
gefahrdeten zu finden, nicht bestiatigen. Zur Erklirung dieser Dis- 
krepanz muB auch eine so rasche Kieselsiureausscheidung erwogen 
werden, daB der Blut-SiO,-Spiegel selbst bei einer vermehrten Léslich- 
keit des Quarzes infolge einer niedrigen Kieselsiureschwelle in den 
Nieren nicht merklich ansteigen kann. 

Wie einleitend erwahnt, bestehen hinsichtlich der Entstehung der 
Silikose durch die geléste Kieselsiiure noch erhebliche Unklarheiten. 
Wenn man allein in der Einwirkung geléster Kieselsiure das patho- 
genetische Moment der Silikose erblicken wiirde, so miiBte ein erhéhter 
Kieselsiure-Blutspiegel auch im Stroma anderer Organe silikotische 
Veranderungen hervorrufen, speziell solcher mit reichlich retikuloendo- 
thelialen Bestandteilen (Leber, Milz, Knochenmark), wie es Simson 
und Strachan sowie E. J. King?* demonstriert haben. Holt, Yates 


22 H. Weil, zit. in: R. Winterer, Arch. Gewerbepathol. Gewerbehyg. 10, 
24—36 [1941]. 

23 F. W. Simson u. A. 8S. Strachan, Publ. s. afr. Inst. med. Res. 9, 39 — 122 
[1940]; E. J. King in K. W. Jétten u. H. Gartner, Die Staublungenerkran- 
kungen, Darmstadt 1950. 
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Tab. 4. Schwere nach 17a der IV. Verordnung entschidigte Silikose 























y SiO, pro ml 
Kall-N Alter Untertage- | davon Jahre| Gesamtblut Mittlere 
piaacaeiti Alter vor Gestein | (Mittelwert aus | Abweichung 
2 Bestimmungen) 
l 65 42 18 14,2 t- 0,7 
2 64 38 16 13,2 + 0,3 
3 68 35 18 12,6 + 0,0 
4 53 35 24 10,45 t 0,25 
5 57 40 16 11,55 + 0,55 
6 52 29 1] 14,3 - 0,1 
7 47 24 ll 13,1 t 0,5 
8 60 38 20 9,2 £ 0,2 
4) 54 12 9 17,1 t 0,7 
10 51 26 18 12,45 t 0,45 
1] 39 20 12 8,95 - 0,35 
12 44 16 10 8,7 - 0,9 
13 49 29 15 7,2 t 0,6 
14 59 32 16 10,5 t 0,5 
15 53 36 27 11,7 £ 0,3 
16 48 29 20 10,9 + 0,1 
17 47 32 16 12,9 t 0,3 
18 51 28 15 10,9 + 0,1 
19 62 25 20 12,45 t 0,65 
0 56 33 20 9,85 £ 0,55 
2) 56 36 24 5,9 + 0,3 
22 53 34 26 8,9 t+ 0,3 
23 61 42 30 7,4 + 0,4 
24 49 28 12 11,25 + 0,45 
25 59 40 28 7,35 t 0,75 
26 50 22 i8 4,0 £ 0,2 
27 46 30 15 10,4 + 0,4 
28 37 20 8 9,85 + 0,35 
29 68 23 8 8,15 t 0,55 
30 50 33 5 6,25 - 0,15 
3] 52 29 1] 11,9 + 0,3 
32 64 48 20 11,1 + 0,3 
33 62 35 15 8,8 t 0,0 
34 57 36 16 10,9 0,1 
35 69 23 23 8,4 +- 0,3 
36 68 36 10 7,0 t 0,1 
37 49 26 3 8,05 + 0,15 
38 49 30 22 9,25 + 0,35 
39 78 32 15 11,3 0,3 
40 54 7 16 10,0 - 0,1 
41 66 44 2 10,2 - 0,2 
42 6S 41 15 11,85 - 0,25 
43 65 44 24 8,05 + 0,35 
Durchschnitt: 10,2 + 2,6 


und Tomlin** haben eine radioaktive Natriumsilikatlésung Ratten 
intraperitoneal injiziert. Sie wurde rasch resorbiert und anscheinend 


4 P. KF. Holt, D.M. Yates u. D.H. Tomlin, Biochemical Society: Ab- 
stracts 292nd. Meeting 15. 12. 1950. 
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Tab. 5. Nach 17b der IV. Verordnung entschadigte Silikotuberkulose 





y SiO, pro ml 

Untertage- | davon Jahre| Gesamtblut Mittlere 
Alter vor Gestein | (Mittelwert aus | Abweichung 

2 Bestimmungen) 


Fall-Nr. Alter 




















1 52 17 6 5,8 + 0,0 
2 50 33 15 9,6 + 0,4 
3 63 24 18 11,95 + 0,55 
4 64 47 3 7,4 + 0,8 
5 58 20 12 10,4 + 0,2 
6 66 22 14 6,6 + 0,2 
Durchschnitt: 8,6 2.3 


gleichmaBig in allen Organen verteilt. Nur in den Nieren war eine héhere 
Konzentration nachzuweisen, denn Autoradiographien von Nieren- 
schnitten ergaben eine Anhaufung im Markbereich, wo sich keine Glo- 
merula, sondern der Hauptanteil des tubuliren Apparates befindet. 
Die starkste Aktivitét war nach 3 Stdn. erreicht. Die Autoren schlieBen, 
dafSZ schon geringe Kieselsiuremengen in der Niere konzentriert und 
ausgeschieden werden. 


; Zusammenfassung 


Bestimmungen des Kieselsiurespiegels im Gesamtblut mit Hilfe 
einer von Kraut und Weber angegebenen Modifikation der Urbach- 
schen Methode ergaben bei 264 Menschen einen Durchschnittswert von 
8,3-2,4 » SiO, pro ml Gesamtblut. Unterschiede in bezug auf Ge- 
schlecht, Alter, Berufsanamnese (Untertageaufenthalt), Staublungen- 
veranderungen aller Grade sowie sonstige Krankheiten lieBen sich 
statistisch in keinem Falle sichern. 

Belastungskurven gesunder Menschen nach peroraler Verabfolgung 
von Silistren und Silicol ergaben einen raschen Anstieg der Blutkiesel- 
siurewerte und einé ebenso schnelle Ausscheidung der zugefiihrten 
Kieselsiure im Urin. 
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Vergleichende Untersuchungen iiber Plasmin 
Von 
Heinz Gibian 
Aus dem Hauptlaboratorium der Schering A.-G., Berlin-West 
(Der Schriftleitung zugegangen am 28, Juni 1951) 


Fibringerinnsel werden nach einiger Zeit vom Blut wieder auf- 
gelést. Diese lytische Aktivitat ist verstarkt nach Schocks und Traumen, 
ferner in manchen pathologischen Fallen und kurz nach einem gewalt- 
samen Tod. Sie beruht auf der Anwesenheit des Fermentes Plasmin 
(Fibrinolysin), das normalerweise in inaktiver Form als Plasminogen 
im Blutplasma vorliegt!-*%. Plasminogen findet sich in der Euglo- 
bulinfraktion zusammen u.a. mit Fibrinogen und Prothrombin. Es 
kann angereichert werden vor allem durch Alkohol-* oder Ammon- 
sulfatfraktionierung®*? von Plasma oder Serum. Aktivierung zum 
Plasmin kann in vitro erfolgen durch Behandlung mit organischen 
Lésungsmitteln, besonders Chloroform (wahrscheinlich infolge In- 
hibitorbeseitigung)>*%19, durch einen aus Gewebe extrahierbaren 
Aktivator™, durch eine aus Streptokokkenkulturen gewinnbare 
, Streptokinase‘!® oder durch Saéure'. Bis zu einem gewissen Grade 
tritt auch Spontanaktivierung ein. 

Qantitativ bestimmt wird die lytische Aktivitaét von Blutplasma 
durch Verfolgung der Autolyse des (nach Verdiinnung) durch Recal- 
cifizierung erhaltenen Fibrinkoagulums: entweder visuell, oder durch 
Messung der Rest-N1!* oder Farbstoffzunahme im Serum (bei An- 
firbung des Fibrins durch Carmin)#*, oder der Fibrinabnahme an Hand 
der N-Bestimmung’ oder Biuretreaktion'*. Bei Zusatz von Strepto- 
kinase bestimmt man zugleich die potentielle lytische Aktivitaét des 
Plasminogens. Zur Auswertung von Plasmin- oder Plasminogenprapa- 
raten wird meist die Lysis von aus reinem Fibrinogen mit Thrombin 


1K. N. von Kaulla, Schweiz. Med. Wschr. 77, 313 [1947]. 
2 Th. Halse, Klin. Wschr. 24/25, 121 [1946/47]. 
3 J.T. Edsall, Ergebn. Physiol., biol. Chem. exp. Pharmakol. 46, 331 [1950]. 
4 J.L. Oncley, J. Amer. chem. Soc. 71, 541 [1949]. 
5 M. Rocha e Silva u. Mitarbb., Biochem. J. 43, 163 [1948]. 
6 E.C. Loomis u. Mitarbb., Arch. Biochem. 12, 1 [1947]. 
7 L. F. Remmert u. Mitarbb., J. biol. Chemistry 181, 431 [1949]. 
8 0. D. Ratnoff, J. exp. Medicine 87, 199 [1948]. 
® R. G. Macfarlane u. Mitarbb., Lancet IT, 562: [1946]. 
10 R. L. Christensen u. Mitarbb., J. gen. Physiol. 28, 363, 559 [1945]. 
11H. J. Tagnon u. Mitarbb., Proc. Soc. exp. Biol. Med. 20, 359 [1949]. 
12 A. Schmitz, diese Z. 250, 37 [1937]. 
13 §.P. Berg, Klin. Wschr. 28, 507 [1950]. 
14 Th. Halse, Klin. Wschr. 27, 226 [1949]. 
18 Th. Halse, Dtsch. Med. Wschr. 72, 81 [1947]. 
16 H. Bayerle u. Mitarbb., Arztl. Forschg. 3, 297 [1949]. 
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frisch hergestelltem Fibrinkoagulum verfolgt'’, eventuell auch Azokoll!® 
(kolorimetrisch) oder Casein als Substrat’ benutzt (gegebenenfalls wieder 
mit Streptokinase). Auch die Abnahme der Viskositét von Gelatine 
kann ein MaB geben?®. 

Neben der Bedeutung fiir die Thrombolyse spielt Plasmin vielleicht 
auch noch eine Rolle beim Gerinnungsmechanismus’®. 

Hier wurde nun mittels einer kiirzlich publizierten?® Methode die 
Gewinnung von Plasmin aus menschlichen und tierischen Plasmen 
verglichen. Es wird eine einfache Testmethode angegeben; die GroéBen- 
ordnung der gewinnbaren Aktivititen wird abgeschitzt. Einige Eigen- 
schaften des Plasmins werden beschrieben. 


A. Auswertung 


Da haltbare Fibrinogenlésungen herzustellen mit Schwierigkeiten 
verbunden ist, wurden zunichst Fibrinpraparate als Substrat benutzt 


25 
min wl | 


20 

aE S a 

5 Bie. * 
025 005 Qi omg~—=«O2D 


Abb. 1. ,,Plasmatest‘‘ mit Standardplasmin unter Verwendung von verdiinntem 


Pferdeplasma als Substrat. | 5a ~ der Lysis bei 37°. 





















































und der in Lésung gehende Stickstoff bestimmt. Es ergab sich Propor- 
tionalitét zwischen log-Dosis und log-Wirkung fiir niedrige Ferment- 
konzentrationen, fiir hdhere dagegen war die Wirkung selbst dem log 
der Dosis proportional. 

Wesentlich einfacher, schneller, ebenso genau und _ spezifischer 
(s. u.) war jedoch die Bestimmung bei Verwendung von Pferdeplasma. 
Da konzentriertes Plasma wegen seines Albumingehaltes stark hemmt, 
wurde es aufs 25-fache verdiinnt, nach Zugabe des Plasmins mit Throm- 
bin koaguliert und der Eintritt der Lysis innerhalb von 20 Min. ab- 
gewartet. Hier ist die Zeit proportional dem log der Dosis (Abb. 1). 
Verglichen wurde jeweils mit einem als Standard benutzten Plasmin- 
praparat. 


17 L. R. Christensen, J. clin. Invest. 28, 163 [1949]. 
18 KE. W. Todd, J. exp. Medicine 89, 295 [1949]. 

19 E. Hultin u. G. Lundblad, Acta chem. Scand. 3, 354, 616 [1949]. 
20 K. N. von Kaulla, Nature [London] 164, 408 [1949]. 
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B. Darstellung 


Die Methode*® benutzt die Einwirkung von Siure auf die Euglobu- 
line gleichzeitig zur Aktivierung und Reinigung. Sie wurde etwas ab- 
gekiirzt. Die gefriergetrockneten Endprodukte wurden wie oben aus- 
gewertet (Tab. 1). 


Tab. 1. Wirksamkeit verschiedener Plasminpraparate in willkiirlich definierten 
Einheiten (vgl. Text). 














Plasmin 
Zahl der 2 : 
Oxalatplasma Verniiehes mg Nil Wirksamkeit 
E/mg N E/l Plasma 
PEG tines... as Satis 5 6,4 20 120 
LCT aE i Se an ee 2 14 1 15 
Hammer 3540 ON WR 1 Tet 1? 5? 
Schwein? i.0isi2 nae ieee! 1 1,3 60 80 
RI aoe cpsids os Poacr VET & 1 12 10 120 














Das Schweineplasmin war das aktivste, die Gesamtausbeute war 
jedoch vergleichbar mit der von Pferd und Mensch. Hammel- und 
Rinderblut lieferten nur geringste Ausbeuten. 

Zur Charakterisierung der willkiirlich gewahlten Einheit des 
Standardpraparates: Innerhalb von 24 Stdn. lést bei 37° eine Einheit 
das Koagulum von 1/;, ccm Pferdeplasma, von '/; cem Menschenplasma, 
oder 5mg von 50mg (Trockengewicht) in 1 ccm/15-Phosphatpuffer 
pu 7,4 suspendiertem Fibrin. Die aus 1/ menschlichem oder Pferde- 
plasma mit der verwandten Darstellungsmethode gewinnbare Plas- 
minmenge reicht also nur aus, um innerhalb von 24 Stdn. das Koagulum 
von etwa 40 com menschlichem Plasma zu lésen. Eine Abschaitzung 
der sich spontan bildenden Plasminmengen, wie auch der durch Chloro- 
formaktivierung von mit Ammonsulfat gefailltem Serumglobulin er- 
zielbaren Aktivitat fiihrte zu ahnlichen GréSenordnungen. 


C. Eigenschaften 


Getrocknet sind die Praiparate iiber Wochen stabil. In neutraler 
Lésung erfolgt temperatur- und zeitabhingig Inaktivierung. Die In- 
hibitor-Wirkung von Albumin?! konnte bestitigt werden. Auch 
Hyaluronidase hemmte, jedoch wohl nicht fermentativ. 

Plasmin wirkt nicht ausschlieBlich auf Fibrin (weswegen der alte 
Name Fibrinolysin gestrichen werden sollte)?; seine Abgrenzung gegen 
andere méglicherweise vorkommende Bluttryptasen ist fraglich. Ver- 
glichen wurde daher mit Trypsin*. Gegen isoliertes Fibrin war das 
Trypsin rund 500-mal wirksamer als das Standardplasmin (auf gleichen 


Mee ae des Handels, 1% N. 
E. C. Loomis u. Mitarbb., Arch.-Biochem. 20, 444 [1949]. 


13* 
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N-Gehalt berechnet); im Plasma jedoch war das Wirkungsverhaltnis 
nur etwa 1:3. Durch die im Plasma vorhandenen Begleitstoffe wird 
das Trypsin also offenbar spezifisch gehemmt (vgl. auch 18). Da sich 
ein Pankreas-Trockenpraparat analog wie Trypsin verhielt, waren hierin 
offenbar keine wesentlichen Mengen Plasmin enthalten. 

Verglichen wurden ferner Fibrin und Casein als Substrate fir 
Plasmin und Trypsin. Auf Casein gleich wirksame Trypsin- und Plasmin- 
mengen wirkten auf Fibrin ganz verschieden. Das Plasmin war hier 
aktiver als das Trypsin (umgekehrt wirkten auch auf Fibrin gleich wirk- 
same Trypsin- und Plasminmengen auf Casein natiirlich unterschied- 
lich: im gepriiften Bereich war das Plasmin hier relativ unwirksamer). 

Es kann dies als Bestitigung der Nichtidentitaét beider Fermente 

u nd weiterer Hinweis auf die spezifischere Wirkung des Plasmins gegen- 
iiber dem Fibrin gewertet werden. 

Von einer Anzahl im Plasmatest gepriifter Organe zeigten nur 
Kaninchenniere und Rattenleber eine gewisse Plasminaktivitat. 


D. Versuche 


: om he 1. Fibrintest 
= } LZ Substrat: Fibrin, mit 10- und 
| 














0 
- l-proz. NaCl, verd. NH,OH 
& | und Wasser haufig gewaschen; 
durch Eintauchen in kochen- 
7) : pms des Wasser wurde anhaftendes 
~~ Plasmin zerstért. 


Ansatz: 50mg (Trockengewicht) 
Fibrin, Ferment in 2ccm 0,15- 
20;}—- m.NaCl mit m/150-Phosphat- 
puffer, py 7,4; 37°, 24 Stdn. 
Bestimmung des Kjeldahl-N- 
der zentrifugierten Lésung; 























15 15 7] 60 7 720 siehe Abb. 2. 
Abb. 2. ,,Fibrintest‘‘. Abhangigkeit des in 2. Plasmatest 
Lésung gegangenen Fibrinstickstoffs (Ordi- Substeet: Phad 
n-N : Substrat: eoxalatplasma 
nate) vom Plasmin-N (Abszisse). 1:20 mit m/1 5-Phosphatpuffer, 


Py 7,4, verdiinnt. 
Thrombin: Pferdeplasma wurde aufs 10-fache verdiinnt mit CO, angesduert, 
der Globulinniederschlag in ?/; des Ausgangsvolumens physiolog. NaCl- 
Lésung aufgenommen, durch Recalcifizierung unter Zusatz von wasserigem 
Stier-Testesextrakt (als Thrombokinase) zur Gerinnung gebracht und das 
hiervon erhaltene Zentrifugat gefriergetrocknet; aufgelést wurde in einer 
dem Plasmavolumen entsprechenden Wassermenge. 
Ansatz: 2,0 ccm Plasma, 0,5 ccm Fermentlésung (m/15, Puffer wie oben), 0,1 com 
Thrombinlésung, 37°. 
Bestimmung des Beginns und Endes der ‘Lysis (Ablésung von der Wand 
—+ homogene Lésung); siehe Abb. 1. 
Verschiedene Pferdeoxalatplasmen und ein Menschenplasma verhielten sich 
als Substrat sehr ahnlich (Tab. 2). 




















ora as Ba 





Bd. 288 (1951) Vergleichende Untersuchungen iiber Plasmin 169 


Tab. 2. Versuche mit Plasma verschiedener Herkunft als Substrat. 





150 » Plasmin-N Bemerkungen 





.) ee ae ee 8—10’ mit oder ohne 0,2°% NaCl 
PIE eS ie ee ew 8—l1l’ 

Se i ee ee 7—12’ 

Lo ee a ee eee 7—12’ 6 Wochen bei —20° gefroren 
iC Fie oe 8—18’ Zusatz von 0,5°% (NH,),SO, 





zum Test 


ZweckmaBig wird ein Plasma zum Test iiber langere Zeit benutzt (tiefgefroren 
aufbewahrt). 

Ammonsulfat stért den Test etwas. 

3. Plasmindarstellung 

Oxalatplasma aufs 10-fache unter Kihlung verdiinnt mit CO, oder Essig- 
siure bei pq 5,4 fallen, zentrifugieren, waschen; Niederschlag in /10-Essigsiure 
aufnehmen (gallertartig), mit 2-n.HCl auf py 1 bringen und mit 4 Vol. saurem 
Aceton (10 ccm 2-n.HCl/l) fallen; filtrieren, mit saurem Aceton nachwaschen; 
Aceton verdunsten lassen, Niederschlag in 1/, Plasmavolumen n/10-Essigsiure 
aufnehmen, mit n-NaOH auf py 5 bringen. Klares Zentrifugat 2 Stdn. gegen flieBen- 
des Wasser, dann iiber Nacht gegen viel n/20-HCl (py 1,2) dialysieren ; zentrifugieren, 
mit n-NaOH auf py 6 bringen, iiber Nacht absitzen lassen, abhebern und zentri- 
fugieren, in 10—20 ccm 1-proz. NaCl aufnehmen (mit NaOH auf py 7,5 bringen), 
zentrifugieren, gefriertrocknen. N-Analyse. Der Reinheitsgrad verschiedener 
Aufarbeitungen war ziemlich konstant, die Gesamtausbeute schwankte stiarker 
(Tab. 3). 


Tab. 3. Ausbeuten und Reinheitsgrade verschiedener Aufarbeitungen. 








mg N/I Plasma E/mg N E/l 
eee Ss eas Ee ee 20 15 300 
3,2 12 40 
3,8 30 120 
1,6 10 25 
3,2 30 100 
JJ ee 2 10,5 1—2 10—20 
16 1? 15 











Die Wirksamkeit verschiedener Aufarbeitungsstufen zeigt Tab. 4. 


Tab. 4. Vergleich verschiedener Aufarbeitungsstufen. 











Plasmatest von Gennes. 
vergleichbaren om woe 
Mengen 
Acetonfallung in: Ausbeute: 
vaCl 20 mg N/l 10—15° Gleiche Gré- 
NaCl- Benordnung 
Phosphat- 30 10— 25’ an Aktivitat 
puffer py 7,4 = etwa 100E/I 
zum Vergleich normales 
Endprodukt. ...... 5,5 10— 30’ 
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Plasmatest von 




















: Gesamt- 
a wirksamkeit 
Acetonfallung in: Ausbeute: 
Globulin aus Pferde- je 0,5 com 
serum mit Chlif. re 
durch 40°, Ammonsulfat- aktiviert dh 
fallung; im Auagangevolu- | nicht aktiviert, < 2000 El 
fendi i oe — aber 2,5 E Plas- 7—30’ 
(undialysiert). min zugesetzt 
Kontrolle....... 2,5 E Plasmin 7—9’ 
allein 
. . . | Verdiinnung | Verdiinnung | nach 24-stdg. 
“a bezogen auf |bezogen auf Fi- Autolyse 
hutecbhilens Plasmavolum |brinogengeh. *) bei 37° dh 
in NaCl 2-fach 5-fach (30’) ... < 1000 El 
mit 0,16 E/ecm 
Plasmin . 6-fach 15-fach 12’ Jee r< 
ohne . 6-fach 15-fach gh < 1000 E/l 











* Nach N-Gehalt des mit Thrombin erzielten Gerinnsels. 
** Ohne Plasmazusatz zum Test, wegen des eigenen Fibrinogengehaltes. 


4. Eigenschaften 





Tab. 5 gibt eine Ubersicht iiber Stabilitat und Hemmbarkeit des Plasmins 
unter verschiedenen Bedingungen. 


Tab. 5. Stabilitat und Hemmbarkeit des Plasmins iiber verschiedenen Bedingungen. 




















150 y Plasmin-N in 0,5 ccm NaCl Test 
Py 7,4 vorbebriitet 
Stabilitat Temp. Stdn. Plasmatest 
in Lésung 
0 10’ 
" 20 10’ 
0 10’ 
0 
of 3 1’ 
0 10’ 
1 10’ 
ai 5 2430’ 
24 30’ 
0 10’ 
56° u, 10’ 
14), 40’ 
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Bd. 288 (1951) | Vergleichende Untersuchungen iiber Plasmin 
150 y Plasmin-N in 0,5 ccm NaCl Test 
py 7,4 vorbebriitet 
} Hemmbarkeit mit | Temp. 12 Min. Plasmatest 
Eieralbumin mg 370 0 9—12’ 
0,5 12—15' 
2,0 12—15’ 
mit Hyaluronidase* 0° 1}/, 20 Stdn. Plasmatest 
Einheiten 0 7— 9 
0 7.9 
10 8—12’ 
10 §—12’ 
20 12—15' 
20 11—12’ 
50 15—17' 
50 15—18’ 
37° 0 11/, Stdn. Plasmatest 
10—13’ 
0 10— 13’ 
10 10— 13’ 
10 15—18’ 
37° 3 Stdn. Fibrintest 
0 63 mg®,, N 
50 0 
j zuni Vergleich 0,6 y 0 71me%N 
Trypsin-N statt 50 0 8% 
Plasmin 











RR feeds es. 


* ,,Kinetin‘‘ (Schering Berlin-West). 


Es wurde kontrolliert, daB die Hyaluronidase-Aktivitaét wahrend des Ver- 
suches nicht abgenommen hatte. 


Bei gleicher relativer, aber verminderter absoluter Fermentkonzentration ist 
die Lysis in verdiinntem Pferdeplasma um ein Vielfaches beschleunigt, wohl wegen 
der Inhibitorverdiinnung: 


« 





Lysis bei 37° (nach Ge- 


| Pferdeplasma y Plasmin-N/eem | Finnung mit Thrombin) 





unverdiinnt....... ‘ 600 10h 











OO i ae : 24 15’ 


Dies entspricht der leichteren Autolyse von verdiinntem Plasma. 





Spezifitat 


Heinz Gibian, 





Tab. 6. Vergleich der Wirksamkeit von Plasma und Trypsin. 
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yN Wirksamkeit 
: _ Plasmatest Trvpsin/ . 
Plasmin Trypsin rypsin/Plasmin 
50 15—20 <5 
10 45’ 
150 S—10 <a 
30 ce 
300 4’ 3 
100 4—5 
Fibrintest (24 Stdn.) 
15 20 mg®% N 50 
0,3 21 
60 55 100 
0.6 62 
Fibrintest (1 Stde.) 
250 7mg%, N 
(1000) 25 (geschatzt) 500 
2 26 











Tab. 6 zeigt, daB im 24-Stdn.-Fibrintest das Wirkungsverhiltnis fiir das 
Plasmin viel ungiinstiger ist als im Plasmatest; dies konnte bei der langen Reak- 
tionszeit auf einer geringeren Stabilitat des Plasmins beruhen. DaB dies nicht der 
Grund war, ergab der Kurzzeitfibrintest (1 Stde.). 


























—— Fibrin, -----°C 


100 


200 mg %N 


Abb. 3. Vergleich: Fibrin/Casein. 
a) Gewohnlicher Fibrintest, 
b) Casein im gleichen Puffer warm gelést (~ 400 mg% N), sonst Ansatz 
wie a). Bestimmung des mit Essigsiure nicht fallbaren Kjeldahl. N (Abszisse). — 


‘asein. 
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Toxicitat 
50 mg Standard Plasmin-N (Pferd) und 10 mg Trypsin-N pro kg Maus waren 
nicht toxisch. 


Tab. 7. Plasmin in Organextrakten. 





n/6-NaCl—m/150-Phosphat py, 7,4 
Organextrakte 


Kaninchen Milz ) = 
Niere af 
Leber ahi 
Endothel 


Ratte Milz — 
Niere ; _ 
Leber negativ o 


Plasmatest | Verlangerter Plasmatest* 











Stiertestes frisch -- 
trocken > 


Rind Darm — 


Mensch, Cystenniere trocken | J — 























Kalb Pankreas Plasmatest Fibrintest 


16y N 32m% N also 
16 yN negativ! Trypsin! 














* 1:25 Verdiinnung mit NaCl, Recalcifizierung statt Thrombin (das selbst 
etwas Plasmin enthalt), 37°, 24 Stdn. 


Zusammenfassung 


Verwendung verdiinnten Plasmas als Substrat erméglicht eine 
einfache Plasmin-Auswertung. 

Aus Plasmen verschiedener Herkunft werden ganz unterschied- 
liche Ferment-Quantitaéten gewonnen. 

Die im Vergleich zum Trypsin wesentlich geringere Hemmbar- 
keit durch Plasma ebenso wie ihr Verhalten gegen Casein unterstreicht 
die Nichtidentitaét beider Fermente. 








Ginther Weitzel, Bd. 288 (1951) 
















































Biochemie verzweigter Carbonsauren 
VIII. Mitteilung 
Antituberkulare Wirkung methylverzweigter Fettsiuren und Alkohole 
Von 
Giinther Weitzel 


Aus der Medizinischen Forschungsanstalt (Biochemische Abteilung) der Max-Planck- Gesellschaft 
zu Gottingen 


(Der Schriftleitung zugegangen am 9. Juli 1951) 


Altere Untersuchungen von Adams und Mitarbeitern’»? schienen fiir eine 
spezifische wachstumshemmende Wirkung verzweigtkettiger aliphatischer 
Fettsiuren gegeniiber siurefesten Bakterien zu sprechen. Spater hat Barry® 
auf Grund seiner Untersuchungen an alkylierten Bernsteinsiuren das Vorhanden- 
sein einer verzweigten Kohlenstoffkette als eine der Bedingungen fiir antituber- 
kulare Wirksamkeit bezeichnet. Auch Wagner-Jauregg‘ spricht von der Spezi- 
fitat verzweigter Fettséuren hinsichtlich deren Hemmwirkung gegeniiber Lepra- 
und Tuberkelbazillen, er nimmt als Erklarung eine Verdrangung der zelleigenen 
Fettsiuren des bakteriellen Stoffwechsels durch die von auBen zugefiihrten, un- 
physiologischen Carbonséuren an. Shirley und Schmidt berichteten 1949 
iiber eine neue Synthese der Tuberkulo-stearinsiure und vertraten dabei ebenfalls 
die Ansicht, daB unter verzweigtkettigen Fettsiuren oder ihren Derivaten 
antituberkulare Chemotherapeutika zu finden sein miiBten. Japanische Autoren® 
verfiitterten normale Caprinsiure an tuberkulése Patienten, ohne nennenswerte 
Erfolge zu erzielen; mit verzweigten Saéuren wie Geranium-, Citronell-, Rhodin- 
siure und ahnlichen erreichten sie dagegen deutliche Besserungen. Auffallend war 
dabei, daB im Gegensatz zu dem Verhalten in vivo n-Caprinsaure im Reagensglas- 
versuch viel starker wirksam war als die verzweigten Saiuren. Nach unserer An- 
sicht’? kénnte sich dieser Befund dadurch erkliren, daB die verzweigten Sauren 
linger als die normalen im Patienten verweilen, weil sie schwerer als diese ver- 
brennbar sind und damit gréBere Aussicht haben, an die tuberkulésen Herde 
heranzukommen. 

In der 2. Mitteilung dieser Reihe® berichteten wir u. a. tiber die antituber- 
kulare Wirksamkeit methylverzweigter Fettsiuren und Alkohole in vitro und 
fanden dabei in manchen Fillen ausgepriagte wachstumshemmende Effekte. 
Uberraschenderweise besaBen jedoch die zum Vergleich unter denselben Versuchs- 
bedingungen gepriiften entsprechenden normalen Verbindungen sehr ahnliche 
tuberkulostatische Eigenschaften, so da8 man aus diesen Versuchen nicht auf 
einen spezifischen antituberkularen Effekt der Alkylverzweigung schlieBen konnte. 


1 W.M. Stanley, M.S. Jay u. R. Adams, J. Amer. chem. Soc. 51, 1261 
[1929]. 

2 W.M. Stanley, G.H. Coleman, C. M. Greer, J. Sacks u. R. Adams, 
J. Pharmacol. exp. Therapeut. 45, 121 [1932]. 

3 V.C. Barry, Presid. Addr. Irish Chem. Ass. 1946. 

4 Th. Wagner-Jauregg in ,,Chemotherapie“, herausgeg. von F. Schén- 
hofer, Naturforschung u. Medizin in Deutschland 1939—1946 (Fiat-Review), 
Dieterich Wiesbaden 1948, Bd. 43, S. 189. 

5 G. Schmidt u. D. Shirley, J. Amer. chem. Soc. 71, 3804 [1949]. 

®° §. Katsura, K. Tamura, S. Hatori u. S. Maeda, Tohoku J. exp. Med. 
49, 357 [1948]. 

7 G. Weitzel, Fette und Seifen 52, 670 [1950]. 
§ G. Weitzel u. E. Schraufstatter, diese Z. 285, 172 [1950]. 
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Z. B. fanden wir fiir die normalen Fettsaiuren von C, bis C,, gegeniiber humanen 
und bovinen Staémmen des Mycobacterium tuberculosis eine glockenférmige Hem- 
mungskurve mit dem Wirkungsmaximum bei C,, bis C,,. Methylverzweigte 
Sauren wie 2-, 3- und 4-Methyl-laurinséure®, 2- und 3-Methyl-myristinsaure® oder 
4-, 8- und 12-Methyl-palmitinsiéure’ unterschieden sich in ihrer Hemmwirkung 
nicht deutlich von normaler Laurin- bzw. Myristin- bzw. Palmitinséure. [Das 
Kohlenstoffatom, welches die hydrophile Endgruppe (Carboxyl- bzw. Hydroxyl- 
gruppe) tragt, wird im folgenden als Nr. 1 gezahlt.] Die methylverzweigten Saiuren 
verhielten sich demnach so, als sei die CH,-Gruppe nicht vorhanden, d. h. sie ent- 
sprachen in ihrer Wirkung der um ein Kohlenstoffatom kleineren, normalen Ver- 
bindung. Nur wenn man die verzweigten Sauren mit den unverzweigten gleicher 
Summenformel verglich, z. B. die Methyl-laurinsiuren mit Tridecansaiure oder 
die Methyl-myristinsiuren mit Pentadecansaure, so ergab sich eine geringe Uber- 
legenheit der verzweigtkettigen Verbindung. 

Dies stimmte nicht mit der weit verbreiteten Anschauung eines spezifischen 
antituberkularen Effektes der Alkylverzweigung iiberein, einer Anschauung, die 
jedoch experimentell auf schwachen FiiBen stand. Denn sie war im wesentlichen 
auf Grund theoretischer Vorstellungen unter dem Einflu8 der in groBer Zahl auf 
anderen bakteriologischen Gebieten beobachteten biochemischen Konkurrenz- 
und Verdrangungsreaktionen entstanden (siehe hierzu‘), und stiitzte sich prak- 
tisch nur auf die Befunde von Adams?» *, der aber mit ungeniigender Methodik® 
arbeitete und normale und verzweigte Sauren nicht auf Grund gleicher Haupt- 
kette, sondern auf Grund gleicher Gesamt-Kohlenstoffzah] miteinander verglich. 
Diese Art der Beurteilung kann aus verschiedenen Griinden® zu Fehlschliissen 
fiihren. 

Inzwischen sind auch von japanischen Autoren!® einige methylverzweigte 
Sauren (6-Methyl-laurinséure, 2-, 3--und 6-Methyl-myristinsiure sowie 4-Methyl- 
palmitinséure) in vitro gegen aviaére Tuberkelbazillen gepriift worden. Dabei 
zeigten besonders die methylierten Myristinsiuren hohe Hemmwirkungen, aber 
auch die normalen Sauren C,,, C,, und C,, waren stark wirksam. Aus der geringen 
Zahl der von den Japanern untersuchten methyl-verzweigten Sauren lassen sich 
jedoch keine sicheren Riickschliisse auf eine etwaige spezifische Hemmwirkung 
des seitenstiindigen Methylrestes ziehen. ' 


Als erste Gruppe methyl-substituierter Fettsiuren und Alko- 
hole priiften wir® solche mit carboxylnaher bzw. hydroxylnaher Ver- 
zweigung, da wir im Rahmen unseres Programms zur Darstellung voll- 
stindiger methylverzweigter Reihen zuerst diese Gruppe synthetisiert 
hatten. Als zweite Gruppe zogen wir Fettsiuren heran, die den Methyl- 
rest fern vom Carboxyl, aber an geradzahligen C-Atomen der Kette 
trugen®, Die in diesen beiden Gruppen beobachteten Hemmwirkungen 
sprachen nicht gegen unsere Annahme, eine methylverzweigte ali- 
phatische Verbindung verhalte sich gegeniiber Tuberkelbazillen so, als 
sei die seitenstindige Methylgruppe nicht vorhanden. Denn bei einer 
gegebenen Hauptkette waren die Unterschiede der wachstumshemmen- 
den Effekte bei wechselnder Stellung der Verzweigung oder im Ver- 
gleich zur normalen Verbindung nur gering und iiberschritten kaum 
die Fehlergrenzen der Methode. Dieses Bild anderte sich jedoch, als 
wir langkettige methylverzweigte Saéuren und Alkohole heranzogen, 


® R. Prigge, 1. c.4, S. 237; R. Prigge, Klin. Wschr. 1940, 1273. 
10M. Asano, K. Takahashi, T.Murakami, Y.Tsutsumi, Y. Miura 
u. Y. Toyoizumi, J. pharmac. Soc. Japan 70, 30 [1950). 
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die nach der Mitte der Kette zu an einem ungradzahligen C- 
Atom substituiert waren, denn hier traten Steigerungen der antituber- 
kularen Wirkung auf, die weit auBerhalb der methodischen Fehlerbreite 
lagen. Es ging daraus hervor, daB der Ort der Methyl-Substitution 
im Kohlenwasserstoff-Rest den Hemmungseffekt variieren 
kann. Damit ergab sich die Notwendigkeit, vollstandige Reihen methyl- 
substituierter Fettséuren und Alkohole unter ganz einheitlichen 
Versuchsbedingungen auf ihr tuberkulostatisches Verhalten zu 
priifen, um Wirkungsschwankungen bei ,,durchwandernder Methyl- 
verzweigung‘ sicher zu erfassen. 

Folgende Reihen einfach methylverzweigter Verbindungen wurden 
in vitro auf wachstumshemmende Wirkung an fiinf verschiedenen hu- 
manen virulenten Stémmen und einem bovinen Stamm des Mycobac- 
terium tubercuolsis untersucht : 

2-Methyl- bis 5-Methyl-hexansaure, 
2-Methyl- bis 11-Methyl-laurinsaure, 
2-Methyl- bis 13-Methyl-myristinsaure, 
2-Methyl- bis 15-Methyl-palmitinsiaure, 
2-Methyl- bis 17-Methyl-stearinsiure und 
2-Methyl- bis 5-Methyl-hexanol-(1), 
2-Methyl- bis 11-Methyl-dodecanol-(1), 
2-Methyl- bis 13-Methyl-tetradecanol-(1), 
2-Methyl- bis 15-Methyl-hexadecanol-(1). 


Substanzen: Die Darstellung der meisten hier benutzten Sub- 
stanzen ist in der V.12 und VII.!? Mitteilung dieser Reihe beschrieben, 
iiber die Darstellung der methylverzweigten Hexansiuren und Hexanole 
berichten wir in Kiirze in dieser Zeitschrift im Rahmen der Konstitutions- 
ermittlung verzweigter Fettsiuren aus Biirzeldriisen. 


Austestung: Wie in der 2. Mitteilung® wurde wiederum die von 
Schraufstatter™ beschriebene Methode angewandt, die sich fir 
Serienuntersuchungen sehr bewahrt hat und unter unseren Versuchs- 
bedingungen stets einwandfrei reproduzierbare Ergebnisse _lieferte. 
Zur photometrischen Standardisierung der Vorkultur diente ein Nephelo- 
meter folgenden Bauprinzips'*: Das Reagensglas, welches die Kultur 
enthalt, wird durch Zentriervorrichtung in richtige Lage gebracht und 
ein schmales Lichtbiindel hindurchgeschickt. Das senkrecht zu dem 
Lichtbiindel austretende Streulicht fallt auf zwei Photoelemente, die 
sorgfaltig gegen direkte Beleuchtung geschiitzt sind. Zur Anzeige dient 
ein Galvanometer in Verbindung mit Rundskala. 

Alle Substanzen wurden mindestens zweimal, die meisten dreimal 
oder 6fter in verschiedenen geometrischen Verdiinnungsreihen und mit 


1G. Weitzel u. J. Wojahn, diese Z. 287, 65 [1951]. 

12 Jc, S. 296. 

13 E. Schraufstatter, Z. Hyg. Infekt.-Krankh. 131, 318 [1950]. 

14 Fiir die Konstruktion des Nephelometers danken wir Herrn Dr. 8. Heller, 
Medizinische Forschungsanstalt. 
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wechselndem Serumzusatz (2, 5 und 10°, Humanserum) getestet. Ab- 
lesen des Wachstums nach 7, 14 und 21 Tagen. In allen Ansitzen diente 
als Kontroll- und Vergleichssubstanz bekannter Hemmwirkung stets 
die gleiche Undecylensaure als Kontrollpraparat. Man achtete besonders 
darauf, daB die zu einer Reihe mit ,,durchwandernder Methylverzwei- 
gung“ gehorenden Verbindungen méglichst in einem Ansatz und damit 
unter ganz gleichen Versuchsbedingungen, gleichzeitig oder direkt nach- 
einander, an den benutzten 6 Staémmen gepriift wurden. 


Ergebnisse 


In den folgenden Tabellen bedeuten die angegebenen Werte das 
Tausendfache der wirksamen Grenzverdiinnung, d. h. sie 
entsprechen derjenigen Konzentration der zu priifenden Substanz, bei 
welcher nach Ablauf von 21 Tagen noch vollige Wachstumshemmung 
besteht. Aus riéiumlichen Griinden wiirde es zu weit fiihren, fiir jede der 
in der vorliegenden Arbeit gepriiften 110 Verbindungen die bei ver- 
schiedenen Serumgehalt der Nahrlosung erzielten Hemmwirkungen 
fiir jeden Stamm einzeln anzugeben, zumal die wachstumshemmen- 
den Effekte bei allen gepriiften Substanzen von Stamm zu Stamm kaum 
differieren. In den Tabellen wird daher als Hemmwirkung der 5 humanen 
Stiimme das arithmetische Mittel als Durchschnittswert angegeben. 
Die wirksame Grenzkonzentration fiir Undecylensiure lag unter den 
gewihlten, stets gleichen Versuchsbedingungen bei allen Staimmen fiir 
2°/, Serumzusatz bei 1:120000 bis 160000, fiir 5°/, Serumzusatz bei 
1:60000 bis 80000, fiir 10°/, Serumzusatz bei 1:40000. Neben den voll- 
standigen methylverzweigten Reihen enthalten die Tabellen auch die 
entsprechenden normalen Verbindungen gleicher Hauptkette bzw. 
gleicher Gesamt-Kohlenstoffzahl. 


Tab. 1. Hemmwirkung der Monomethy]-laurinsiuren 
(°/>) = Serumgehalt der Naihrldsung, Grenzkonzentrationen in Tausend), 

















Typus humanus Typus bovinus 
-laurinsiure 

29/, 5/4 10°, 29/ 5% 

2-Methyl- ....... 148 52 22 120 40 
S-MERENE Fiat” an? sifachal ters 240 80 40 160 80 
4-Methyl- ....... 120 56 22 120 60 
D- MOUS ts AUPE os 480 168 128 480 160 
Cun Ss 128 52 20 160 40 
Vfl) i 2 ia er 384 120 88 320 160 
Sey ss sa ss 88 40 20 120 60 
Sails = 1 ES re a a 192 100 44 320 120 
ib U3. (2) Sone ihre are 80 40 20 120 40 
WeMeey- 6 ay es 88 60 30 160 40 
m-Laurinsiure..... . 156 80 34 140 80 
n-Tridecansiure .. . . . 144 70 30 120 80 
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Tab. 2. Hemmwirkung der Methyl-myristinsauren 
(°/) = Serumgehalt der Nahrlésung, Grenzkonzentrationen in Tausend). 





-myristinsaure 


Typus humanus 


Typus bovinus 














27/0 5/5 10°/, 2/5 5/9 

re ee a 104 56 26 120 40 
3-Methyl- 120 65 36 160 40 
4-Methyl- ....... 80 52 20 80 40 
5-Methyl- ....... 200 136 64 160 120 
6-Methyl- ....... 82 48 24 120 40 
TARDY =) a. sew 160 128 52 160 120 
8-Methyl- 80 52 24 120 40 
9-Methyl- 130 80 38 160 120 
10-Methyl- ....... 70 40 20 80 40 
1l-Methyl- ...... . 104 76 30 120 60 
be i ee 66 44 20 80 40 
13-Methyl- ....... 80 52 28 120 40 
n-Myristinsiure . .... 112 64 26 100 40 
n-Pentadecansaure . . . 104 50 20 80 40 





Tab. 3. Hemmwirkung der Methyl-palmitinséuren 
(°') = Serumgehalt der Nahrlésung, Grenzkonzentrationen in Tausend). 





Typus humanus 


| 


Typus bovinus 

















-palmitinséure 

2° 0 5° 0 2° 0 5% 

2-Methyl-..... 88 40 120 20 
Dl) 104 44 140 20 
4-Methyl-. ..... 88 40 80 20 
a ae 160 88 160 80 
6-Methyl- . Siig 80 36 80 20 
7-Methyl-. ..... 120 70 120 60 
S-Mothyi-. . .', .. 80 40 80 20 
9-Methyl-. ..... 120 60 160 60 
10-Methyl-. ..... 100 44 120 40 
11-Methyl-. . . 120 60 140 60 
12-Methyl-. . . 80 40 80 20 
13-Methyl-. ..... 100 44 140 40 
14-Methyl-. ..... 80 36 80 20 
15-Methyl-. .... . 88 40 80 20 
n-Palmitinsaéure ; 80 40 80 40 
n-Heptadecansaure . . 60 32 60 30 


Tab. 4. Hemmwirkung der Methy!-stearinsiuren 
(°/9 = Serumgehalt der Nahrlésung, Grenzkonzentrationen in Tausend). 





Typus humanus 


Typus bovinus 














-stearinsaure 

29/9 5°/o 2°%o 5°/o 
2-Methyl-. ..... 44 22 60 20 
3-Methyl-. ..... 56 34 60 20 
4-Methyl-...... 44 24 40 20 
5-Methyl-. ..... 112 48 80 40 
6-Methyl-. ..... 40 20 40 20 
7-Methyl-. ..... 96 34 120 30 
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-stearinsaure 


Typus humanus 


Typus bovinus 














2% 5° 0 2° 0 5° 0 

8-Methyl-. .... . 52 20 40 20 
9-Methyl- we ks 96 36 80 20 
10-Methyl-. ..... 56 24 40 20 
1]1-Methyl-...... 88 34 80 20 
12-Memiyi-. .. «. sist 56 24 40 20 
13-Momigee. 3... Seep 64. 30 60 20 
14-Methyl-. ..... 48 20 40 20 
15-Methyl-. ..... 52 24 40 20 
16-Methyl-. ..... 46 22 30 20 
17-Methyl-. ..... 48 23 30 15 
n-Stearinsiure .... 54 26 40 20 


Tab. 5. Hemmwirkung der Methyl-dodecanole 


(°/) = Serumgehalt der Nahrlésung, Grenzkonzentrationen in Tausend). 





Typus humanus 


Typus bovinus 














-dodecanol-(1) 

20), 5/, 29), 5/, 

2-Methyl-. ..... 32 30 20 15 

3-Methyl-. ..... 42 33 40 30 

MMOS: 255.206 38 32 30 20 

So.) ahaelatelanesaa ane 144 80 160 120 

G-MGRBR . ss oe I 42 30 40 40 

(pO See 112 64 80 80 

8-Methyl-. ..... 36 28 40 40 

5 re 104 60 120 80 

10-Methyl-. . .. , 68 56 60 40 
iG. (: a eee 104 60 80 60 
m-Dodecanol ..... 60 30 40 40 
m-Tridecanol . ... . 80 36 60 40 








Tab. 6. Hemmwirkung der Methyl]-tetradecanole 


(°', = Serumgehalt der Nahrlésung, Grenzkonzentrationen in Tausend). 





Typus humanus 


Typus bovinus 














-tetradecanol-(1) 

2% 5% 2"/, 5% 
y ce. fe 136 80 120 60 
O-mOUIYID. 5 2 ks 144 80 120 80 
4-Methyl-. ..... 120 70 120 60 
ee. ee 240 100 240 120 
6-Methyl- ..... 96 42 80 60 
7-Methyl-. ..... 150 64 120 100 
ee 84 34 80 60 
9-Methyl-. ..... 110 64 120 80: 
10-Methyl-. ..... 96 48 120 80 
1]1-Methyl-. ..... 104 64 160 80 
12-Methyl-. ..... 96 60 100 60 
13-Methyl-. .... . 104 64 120 60 
n-Tetradecanol . . . . 120 60 120 60 
n-Pentadecanol. . . . 140 70 140 80 





180 Giinther Weitzel, Bd. 288 (1951) 


Tab. 7. Hemmwirkung der Methyl-hexadecanole 
(°/, = Serumgehalt der Nahrlésung, Grenzkonzentrationen in Tausend). 














Typus humanus Typus bovinus 
-hexadecanol-(1) 
90 50 20 59) 
“10 0 0 ‘0 
2-Methyl-. ..... 256 104 320 80 
3-Methyl-. . .. . 272 112 320 120 
4-Methyl-. . ... 224 64 160 60 
5-Methyl-. ..  .. 512 176 480 160 
6-Methyl-. ..... 160 80 120 60 
7-Methyl-. ..... 340 160 240 120 
8-Methyi- ..... 120 76 120 80 
9-Methyl- . 5 ae 240 120 160 80 
10-Methyl-. ..... 208 104 120 80 
11-Methyl-. ..... 240 120 160 80 
12-Methyl-. .... : 144 80 120 80 
13-Methyl-. ..... 152 104 120 100 
14-Methyl-. ..... 120 80 ; 80 80 
15-Methyl-. .... : 112 104 80 80 
n-Cetylalkohol . .. . 160 80 160 80 





Tab. 8. Hemmwirkung der Methyl-hexansiuren und Methyl-hexanole 
(Serumzusatz stets 2°/), Grenzkonzentration in Tausend). 











-hexansauren -hexanole (primar) 

Substanz Typ. Typ. Typ. Typ. 
humanus bovinus humanus bovinus 

2-Methyl- ...... 36 40 30 30 
3-Methyl- ...... 34 30 30 30 
4-Methyl- ...... 34 20 30 30 
5-Methyl- ...... 36 30 30 30 
normale C,-Verbindung 40 30 20 20 








Aus den Tab. 1—7 geht hervor, da8 innerhalb der einzelnen methy!- 
verzweigten Reihen erhebliche Schwankungen der Hemmeffekte auf- 
treten kénnen, obwohl unter streng identischen Versuchsbedingungen 
gemessen wurde. Nur bei den Methy!l-hexansiuren und -hexanolen in 
Tab. 8 sieht man keine, auBerhalb der methodischen Fehlerbreite liegen- 
den Wirkungsschwankungen. Innerhalb einer methylverzweigten Reihe 
haben die einzelnen Glieder jeweils das gleiche Molekulargewicht; will 
man aber die wachstumshemmenden Effekte von Substanzen aus methyl- 
verzweigten Reihen verschiedener Hauptkette miteinander ver- 
gieichen, so ist dies auf Grund der Tabellen nur niherungsweise méglich, 
da die dort angegebene wirksame Grenzverdiinnung (g'cem) die Zah| 
der eingesetzten Molekiile nicht beriicksichtigt. In den Tab. 1—8 diffe- 
rieren die Molekulargewichte zwischen 130 (Methyl-hexansiure) und 
298 (Methyl-stearinsiure) sowie 116 (Methyl-hexanol) und 256 (Methyl- 
hexadecanol). Um die wachstumshemmenden Effekte aller Substanzen 
direkt vergleichen zu kénnen, wurde daher auf molare Konzentration 
umgerechnet und der negative Logarithmus davon als ,,;Wirkungs- 
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wert’ angegeben", z. B. fiir 5-Methyl-laurinsiure (aus Tab. 1) und 
fiir 5-Methyl-hexadecanol (aus Tab. 7): 


Tab. 9. Umrechnung auf ,,Wirkungswerte“ 
(Durchschnittswerte von 5 Stémmen des Typus humanus, 2°/, Serumzusatz). 

















me er agg der neg. Log. der 
Substanz Mol.-Gew. Rung. molaren Konz. 
g/ccm Mol/l =,,Wirkungswert* 
5-Methyl-laurinséure 214,3 1:480000 9,74 x 10-6 5,012 
5-Methyl-hexadecanol 256,5 1:512000 7,61 x 10-¢ 5,118 





Auf diese Weise wurden die wachstumshemmenden Effekte, die 
in den Tab. 1—7 als Durchschnittswerte der 5 humanen Stamme 
zusammengestellt sind, in ,,Wirkungswerte“’ umgerechnet und diese 
in den Abb. 1—7 graphisch dargestellt. Die Ordinate trigt dabei stets 
die Wirkungswerte, gibt also die Hemmeffekte in logarithmischer Ver- 
kiirzung wieder, waihrend auf der Abszisse die Positionen der Methy]l- 
verzweigung aufgetragen sind. Am Ende jeder Kurve sind wie in den 
Tabellen die entsprechenden normalen Verbindungen aufgefiihrt. 
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15 Siehe hierzu J. Bichi, H. Hurni u. R. Lieberherr, Helv. chim. Acta 
32, 1806 [1949], Tab. S. 1808. 
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Diskussion der Ergebnisse 


Die graphische Darstellung der Hemmwirkungen in den Abb. 1—7 
lat in allen Fallen eine ausgepragte Oszillation erkennen: Die an un- 
geradzahligen Kohlenstoffatomen methylierten Verbindungen hemmen 
stiirker als diejenigen mit der Methyl-Verzweigung an geradzahligen 
Kohlenstoffatomen. Das zeigt sich besonders deutlich bei mittel- 
staindiger Stellung der Methylgruppe, weniger deutlich bei carboxyl- 
naher Methylierung, wahrend bei carboxylferner Methylierung be- 
sonders bei den langen Hauptketten (C,,, C,,) ein langsames Abklingen 
der Oszillation nach dem Kettenende hin feststellbar ist. Die Wirkungs- 
schwankungen bei ,,durchwandernder Methyl-Verzweigung“ treten 
gleichermaBen bei Séuren und Alkoholen auf, sie sind am gréBten bei 
denjenigen Reihen, welche die héchsten antituberkuliren Effekte zeigen, 
wahrend sie bei den methylierten Hexansiuren und Hexanolen noch 
nicht erkennbar sind. Unsere friihere Ansicht, die Stellung der Methyl- 
Verzweigung im Verlaufe der Hauptkette scheine fiir antituberkulare 
Wirkung ohne Einflu8 zu sein’, wird damit hinfallig. Damals hatten wir, 
wie oben erwahnt, gerade die besonders stark wirksamen Substanzen 
mit mittelstandiger Methylierung an ungeradzahligen C-Atomen 
noch nicht in Hianden und arbeiteten mit gréBerer methodischer Fehler- 
breite, da wir noch nicht an 6 Stémmen gleichzeitig testen konnten. 

Mit steigendem Serumzusatz zur Nahrlésung nehmen die anti- 
tuberkularen Effekte ab, eine Erscheinung, die sich ebenso bei normalen 
aliphatischen Verbindungen wie auch sonst bei antituberkulaér wirk- 
samen Stoffen findet. Die Oszillation bleibt jedoch unabhaingig von der 
Hohe des Serumzusatzes erhalten. Auffallenderweise scheint die ab- 
schwichende Wirkung steigenden Serumgehaltes bei Carbonsiiuren und 
Alkoholen nicht wesentlich verschieden zu sein. 

In den methylverzweigten Reihen der Abb. 1—7 finden sich stets 
einige Glieder, welche in ihrer Hemmwirkung die entsprechenden nor- 
malen Verbindungen weit iibertreffen, z. B. hemmen einige Methyl- 
laurinsiuren und Methyl-hexadecanole etwa dreimal so stark wie n- 
Laurinsiure bzw. n-Hexadecanol. Unter den zum Teil hoch wirksamen, 

14* 
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an ungeradzahligen Kohlenstoffatomen methylierten Saéuren und 

Alkoholen hebt sich eine Konfiguration deutlich heraus: Die Methyl- 

Substitution am C-Atom 5. Wie aus den Tabellen und Abb.1—7 

hervorgeht, besitzt in allen Fallen die 5-Methyl-Verbindung 

den héchsten antituberkuliren Wirkungswert der methyl- 

verzweigten Reihe, unabhingig davon, ob es sich um Sdauren oder 
Alkohole handelt und unabhaingig von der Linge der Hauptkette. 

Die in der vorliegenden Arbeit mitgeteilten ,,wirksamen Grenz- 

verdiinnungen“ und ,,Wirkungswerte“ lassen sich unter unseren Ver- 

suchsbedingungen ohne weiteres reproduzieren und mit Hilfe der Test- 

ire | 

7:3200000 

7: 1600000}- y y 

7: 800000'- y 

7: 40000 

7: 200000 

7: 100000 
































U Ch STlb K 5-L 5-H Sir Ox Tbl PAS 


Abb. 8. Tuberkulostatische Wirkung verschiedener Hemmstoffe 
(2°/, Serumzusatz). 
U = Undecylensaiure, Ch = Chaulmoograél, STb = Solvoteben, K = 2-Methyl- 
naphtho-chinon-(1.4), 5-L = 5-Methyl-laurinsiure, 5-H = 5-Methyl-hexadecanol, 
Str = Streptomycin, Ox = 8-Oxy-chinolin, TbI = Conteben, PAS = p-Amino- 
salicylsdure. 
Auf der Ordinate sind die Logarithmen der wirksamen Grenzverdiinnungen 
aufgetragen. 


substanz Undecylenséure zur antituberkuliren Wirkung anderer, che- 
misch nicht verwandter Stoffe in Beziehung setzen. Um einen besseren 
Vergleich mit Substanzen, die heute in der Therapie der Tuberkulose 
benutzt werden, zu erméglichen, sind in Abb. 8 einige normale und ver- 
zweigte aliphatische Verbindungen in ein Bezugssystem bekannter 
Hemmstoffe eingeordnet auf Grund der antituberkuliren Wirkung, die 
sie unter unseren Versuchsbedingungen an den gleichen 5 humanen 
Stiémmen in vitro entfalten. 

Bisher ist die Frage ungeklirt, ob die antibakteriellen Wirkungen 
aliphatischer Verbindungen lediglich auf unspezifischen, physiko- 
chemischen Eigenschaften dieser Stoffe beruhen oder ob auch spezifische 
Effekte beteiligt sind. So fiihrte Adams’? die Wachstumshemmung 
siurefester Bakterien durch Fettsiuren allgemein auf die Oberflachen- 
aktivitat, nicht auf eine bestimmte chemische Konstitution zuriick. 
Bei anderen Bakterien gelang es, die Oberflichenspannung direkt mit 
der fungiciden und ‘bakteriellen Wirkung in Verbindung zu bringen. 














o— a a aL 


an. ee eT 


t+ JO ep me 


| ee oQ 











roreees 















Bd. 288 (1951) Biochemie verzweigter Carbonsaéuren VIII 185 


Z. B. zeigten Engelhard und Mitarbb.*, daB bei Penicillium glaucum 
fir die homologen aliphatischen Alkohole (nicht fiir Fettsiuren) Uber- 
einstimmung zwischen Wirksamkeit und Oberflichenspannung bestand. 
Breusch und Bodur?’ lieBen homologe Reihen von Fettsaéuren in 
Form der Seifen auf rote Blutkérperchen einwirken und ermittelten die 
wirksamen Grenzverdiinnungen fiir die Himolyse. Die dabei erhaltenen 
Kurven waren denen fiir Bakterienabtétung sehr ahnlich, trotzdem 
ergab die Untersuchung der gleichen Seifenlésung durch Breusch und 
Ulusoy'’, daB zwischen Oberflichenspannung und Himolyse- 
kapazitét keine direkten Zusammenhiange bestanden. Wir® 
fanden gegeniiber Tuberkelbazillen fiir die normalen Fettsiuren und 
Alkohole glockenformige Hemmungskurven mit dem Wirkungsmaximum 
bei C,,—C,,4 bzw. C,,, die Hemmungslinien fiir die Himolyse!® zeigten 
die starksten Effekte bei C,,—C,,, die Ahnlichkeit aller dieser Kurven 
spricht sehr dafiir, daB eine gemeinsame physiko-chemische Gesetz- 
magigkeit zugrunde liegt. 

Unsere Befunde zeigen aber auch, daB es sich bei der antibakte- 
riellen Wirkung aliphatischer Verbindungen nicht nur um eine ginzlich 
unspezifische, physikalisch-chemische Seifenwirkung handeln kann, 
der alle Bakterien ebenso wie Erythrocyten in etwa gleicher Weise 
unterworfen waren. Denn auch die einzelnen Bakterienarten reagieren 
gegeniiber langkettigen polaren Verbindungen sehr verschieden. So 
richtet sich die bakteriostatische Wirkung von Fettsiuren und Alkoholen 
ganz ausgepragt gegen siurefeste Bakterien, wahrend z. B. Staphylo- 
kokken, Diphtherie- oder Typhusbazillen gar nicht oder nur in ganz 
geringem MaBe irritiert werden*1*. Unter den siaurefesten Bakterien 
werden Smegmabazillen nur wenig angegriffen, Lepra- und Tuberkel- 
bazillen sind empfindlicher. Unter Tuberkelbazillen wiederum bestehen 
zwischen den einzelnen Typen betrachtliche Unterschiede, z. B. ist 
Typus gallinaceus relativ schwer zu hemmen, wihrend Typus. humanus 
und bovinus am empfindlichsten sind. Dies kann nur darauf beruhen, 
da die einzelnen Bakterienarten und -typen in ihrer chemischen Zu- 
sammensetzung, in ihrem Stoffwechsel und Wachstum Unterschiede 
aufweisen, die gegeniiber antibakteriellen Fettstoffen zu einer spezi- 
fischen Abstufung der Hemmwirkung fiihren. 

Auch eine Betrachtung der Zusammenhinge zwischen chemischer 
Konstitution und antituberkularer Wirkung der von uns gepriiften 
Substanzen spricht dafiir, daB nicht nur allgemeine physikalische Ge- 
gebenheiten zugrunde liegen. Zunichst sollte man die von uns gemessenen 
tuberkulostatischen Effekte von Fettsiuren nicht einfach mit dem Be- 
griff ,,Seifenwirkung‘‘ abtun, denn wir setzen der Nahrlésung die freien 
Fettsaéuren, nicht ihre Salze, zu und arbeiten waihrend des ganzen Ver- 


16 H. Engelhard, O. Miller u. K. Bertl, Naturwiss. 34, 218 [1947]. 
” F.L. Breusch u. H. Bodur, diese Z. 286, 148 [1950]. 

18 F,L. Breusch u. E. Ulusoy, diese Z. 286, 159 [1950]. 

19 EK, Schraufstatter u. G. Weitzel, unveréffentlicht. 
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suchs bei schwach saurem py (6,5—6,6). AuBerdem finden wir ebenso 
starke, zum Teil héhere Hemmeffekte bei den Alkoholen, auch Ke- 
tone kénnen stark hemmen. Die in der vorliegenden Arbeit gefundene 
Oszillation der antituberkuléren Wirkung bei ,,durchwandernder Methy]l- 
gruppe“ steht den bisherigen Glockenkurven der homologen Reihen 
vollig fern. Im Gegensatz zu letzteren handelt es sich hier um Reihen, 
deren einzelne Glieder jeweils das gleiche Molekulargewicht be- 
sitzen und deren einzige Variable die Stellung der Methylverzwei- 
gung im Verlaufe der Hauptkette ist. 

Gibt es eine physikalisch-chemische Parallele zu den erhaltenen 
Zick-Zack-Kurven? Die Schmelzpunktkurven bei durchwandernder 
Methylverzweigung haben Muldenform 12 und lassen keine Ahnlich- 
keit mit den oszillierenden antituberkuliren Hemmungslinien erkennen. 
Bei der Untersuchung monomolekularer Filme methylverzweigter 
Reihen an der Grenzfliche Wasser/Luft erhielten wir jedoch, wenigstens 
bei carboxylnaher Verzweigung, Hinweise dafiir, da8 der Flachen- 
bedarf des Einzelmolekiils je nachdem, ob die CH,-Gruppe an einem 
gerad- oder ungeradzahligen Kohlenstoffatom der Kette sitzt, alter- 
nierend beeinfluBt wird. Die experimentellen Belege hierfiir geben wir 
am Beispiel der Methyl-palmitin- und Methyl-stearinsiuren in den 
beiden folgenden Mitteilungen dieser Reihe?®. Fiir ein verschiedenartiges 
Verhalten der an den C-Atomen 2, 4, 6, 8 usw. substituierten Verbin- 
dungen gegeniiber denen, die an 3, 5, 7, 9 usw. die Verzweigung tragen, 
sprechen auch theoretische Uberlegungen. Denn wenn ein Film mit den 
hydrophilen Kopfgruppen in der Grenzfliche fixiert ist, so wird bei 
gestreckter Zickzackform und teilweiser oder vollstindiger Rotation 
der Ketten die Achse von den ungeradzahligen C-Atomen gebildet. 
Infolgedessen iiberstreichen die an geradzahligen C-Atomen sitzenden 
Seitenketten gréBere Flichen als die an den ungeradzahligen C-Atomen 
befindlichen Seitenreste. (Naheres hierzu siehe in der IX. und X. Mitt. 
dieser Reihe2°.) Doch kann man damit auf Grund experimenteller Be- 
funde noch nicht erkliren, weshalb bei Methylierung an ungeradzahligen 
C-Atomen der Hauptkette die antituberkulare Wirkung héher als bei 
Methylierung am geradzahligen Kohlenstoff ist und weshalb die Methy- 
lierung in 5 stets die stirksten Effekte hervorruft. Aus letzterem Be- 
fund geht hervor, daB maBgebend fiir die Wirkung der Abstand der 
Methyl-Verzweigung von der hydrophilen Endgruppe ist, wihrend die 
wechselnde Lange der Hauptkette vom C-Atom 6 bis zum carboxyl- bzw. 
hydroxyl-fernen Ende hin in den verschiedenen gepriiften Reihen nichts 
daran andern kann, da8 stets die 5-Methyl-Verbindung die héchste 
antituberkulaire Wirkung besitzt. Nachdem wir bei der Untersuchung der 
normalen Sauren und Alkohole unter unseren Versuchsbedingungen 
praktisch nie héhere Grenzkonzentrationen als 1:160000 beobachteten, 
148t sich nunmehr durch Methylierung in 3, 5, 7 oder 9, besonders in 
5, eine betrichtliche Wirkungssteigerung erzielen. 


20 G. Weitzel, A.-M. Fretzdorffu. S. Heller, diese Z. 288, 189, 200 [1951]. 
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Man nahm bisher allgemein an, die Empfindlichkeit der lipoid- 
reichen séurefesten Bakterien gegeniiber langkettigen aliphatischen 
Verbindungen beruhe darauf, daB das Agens mit seinem hydrophoben 
Teil leicht in die ebenfalls hydrophobe Membran des Bazillus eindringen 
kénne, waihrend umgekehrt bei den nicht saurefesten Bakterien mit 
eiweiRreicher, lipoidarmer Membran die hydrophile Gruppe des anti- 
bakteriellen Stoffes den Angriff fiihren miiBte. Unsere Befunde bei 
durchwandernder Methyl-Verzweigung sprechen gegen diese Auf- 
fassung, denn die wirksamste Position der Methylgruppe ist in allen 
Reihen die gleiche und richtet sich nach deren Abstand von der Carboxyl- 
bzw. Hydroxylgruppe, nicht nach der Lange der hydrophoben Kohlen- 
wasserstoff-Kette. Gerade bei lingeren Hauptketten zeigt sich deut- 
lich, daB die Oszillation der Wirkung nach dem carboxylfernen Ende 
hin verstreicht und z.B. zwischen 14- und 16-Methyl-stearinsiure 
einerseits und 15- und 17-Methyl-stearinsiure anderseits kaum noch 
Wirkungsunterschiede bestehen, ein Zeichen dafiir, daB die hydro- 
phile Endgruppe die Oszillation dirigiert. Es steht heute fest, 
da die AuBenschicht der siurefesten Bakterien nicht aus reinem Lipoid 
besteht, sondern aus einem makromolekularen Gemisch von EiweiB, 
Lipoid und Kohlenhydrat, so daB man im Gegensatz zu obigem Schema 
annehmen kann, auch bei sdéurefesten Bakterien sei der primaire Effekt 
die Reaktion der hydrophilen Gruppe von Fettsauren oder Alkohol mit 
dem Protein der Bakterienmembran. Das Eindringen des hydrophoben 
Molekelrestes in den Bazillus ware dann als zweiter Schritt der anti- 
bakteriellen Wirkung aufzufassen, wobei, wie unsere Untersuchungen 
zeigen, die chemische Konstitution des Kohlenwasserstoffrestes die 
Wirkung stark variieren kann. 

Ob die in den methylverzweigten Reihen gefundenen Wirkungs- 
schwankungen noch als ,,unspezifisch“ und ,,rein physikalisch bedingt“ 
bezeichnet werden kénnen, soll vorliufig offen bleiben und haingt im 
Grunde davon ab, wie weit man diese Begriffe ausdehnen will. Wenn 
man bedenkt, daB z. B. bei den Methyl-laurinsiuren die Verschiebung 
der Methylgruppe von C, nach C; ausreicht, um die Wirkung von 
1:120000 auf 1:480000 zu steigern oder da 5-Methyl-hexadecanol 
1:512000, 6-Methyl-hexadecanol aber nur 1:160000 hemmt, so diirfte 
es schwierig sein, hier der chemischen Konstitution jeden prin- 
zipiellen Einflu8 abzusprechen. 

Es liegen bisher keine experimentellen Beweise fiir die Annahme4 
vor, die antituberkulare Wirkung verzweigtkettiger aliphatischer Ver- 
bindungen beruhe auf einer biochemischen Konkurrenzreaktion im 
intermediiren Stoffwechsel des Bakteriums, z. B. auf einer Verdringung 
zelleigener verzweigter Fettsiuren durch die von aufSen eindringenden, 
aihnlich gebauten und damit stérenden Verbindungen. Vielmehr ist 
damit zu rechnen, da gewisse aliphatische Verbindungen die siure- 
festen Bakterien mit einem dichten Oberflachen-Film bedecken 
und die bakterielle Hiillschicht zerstéren. Wir nehmen vorlaufig an, 
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daB in den methylverzweigten Reihen der vorliegenden Arbeit zu dem 
allgemeinen, eiweiBdenaturierenden Effekt der langkettigen polaren 
Verbindungen zusatzliche Effekte hinzukommen, die auf der speziellen 
chemischen Struktur, d. h. in diesem Falle auf der Stellung der Methy]l- 
verzweigung, beruhen. In welcher Weise die methylverzweigten Sauren 
und Alkohole mit den Proteinen und Lipoiden der bakteriellen AuBen- 
schicht spezifisch reagieren kénnten, li8t sich heute noch nicht sagen, 
da die in Frage kommenden chemischen Strukturen der saurefesten 
Bakterien noch nicht geniigend bekannt sind. 


Zusammenfassung 


An fiinf verschiedenen virulenten humanen Stémmen und einem 
bovinen Stamm des Mycobacterium tuberculosis wurde die wachstums- 
hemmende Wirkung vollstindiger Reihen einfach methylverzweigter 
Fettsiuren und Alkohole in vitro untersucht. Folgende Serien wurden 
gepriift: simtliche Methyl-hexansiuren, Methyl-laurinsiuren, Methyl- 
myristinséuren, Methyl-palmitinsiuren und Methyl-stearinséuren, sowie 
simtliche primiéren Methyl-hexanole, Methyl-dodecanole, Methyl- 
tetradecanole und Methyl-hexadecanole. 

Die antituberkulire Wirkung wird durch die Stellung der Methyl- 
gruppe im Verlaufe der Hauptkette deutlich variiert; im allgemeinen 
sind die Hemmeffekte bei Methyl-substitution an ungeradzahligen 
Kohlenstoffatomen héher als an geradzahligen, so daB damit bei 
,.durchwandernder Methylverzweigung‘ Oszillation auftritt. Nur bei 
Methyl-hexansiuren und -hexanolen ist dieses Verhalten noch nicht 
erkennbar. 

Die an den C-Atomen 5, 7, 9 oder 11 methylierten Verbindungen 
entfalten innerhalb jeder Reihe die héchsten wachstumshemmenden 
Eigenschaften, das Wirkungsmaximum liegt in allen Reihen unabhangig 
von der Linge der Hauptkette bei der 5-Methyl-Verbindung. Die héchste 
antituberkulire Wirkung der gepriiften Siuren besitzt die 5-Methyl- 
laurinsiure, wihrend unter den Alkoholen 5-Methyl-hexadecanol am 
starksten hemmt. 

Typus bovinus verhielt sich in allen Versuchen nicht anders als die 
humanen Stémme. 


Fraulein Christa Vierke danke ich fiir fleiBige und verstandnisvolle Mitarbeit . 
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Biochemie verzweigter Carbonsaéuren 
IX. Mitteilung 


Monomolekulare Filme der einfach methylierten Palmitinséiuren 
Von 
Giinther Weitzel, Anna-Maria Fretzdorff und Siegfried Heller 


Aus der Medizinischen Forschungsanstalt (Biochemische Abteilung) der Max-Planck-Gesellschaft 
zu Gottingen 


(Der Schriftleitung zugegangen am 15. August 1951) 


In der IV. Mitt.! dieser Reihe berichteten wir iiber Schubmessungen 
an monomolekularen Filmen der homologen «-n-Alkyl-stearinsiuren 
an der Grenzfliche Wasser/Luft. Dabei hatte sich ergeben, daB die am 
a-Kohlenstoffatom der Stearinsiure angebrachte Seitenkette das Ver- 
halten des Films stark beeinfluBte und daB eine fortlaufende Ver- 
lingerung des seitenstindigen Restes von a-Methyl bis a-n-Dodecyl 
zu einer gesetzmaBigen Anderung im Flichenbedarf des Einzelmolekiils 
fiihrte. Da es sich bei den «-n-Alkyl-stearinsiuren um eine liickenlose 
homologe Reihe handelte, waren die Zusammenhinge zwischen Kon- 
stitution und Filmeigenschaften sehr klar erkennbar, denn Unterschiede 
im Filmverhalten zweier benachbarter Glieder der Reihe konnten 
lediglich darauf beruhen, daB das nachsthdhere Glied gegeniiber dem 
vorhergehenden in seiner Seitenkette eine CH,-Gruppe mehr besaB. 

In der vorliegenden Mitteilung berichten wir iiber Film-Unter- 
suchungen an simtlichen d,l-Monomethyl-palmitinsiuren, deren 
synthetische Darstellung wir vor kurzem beschrieben haben?. Bei 
dieser aus 14 Gliedern bestehenden Reihe bleiben im Gegensatz zu den 
a-n-Alkyl-stearinsiuren Molekulargewicht und Kohlenstoffzahl der Ver- 
zweigung konstant; die einzige Variable ist die Stellung der 
Methyl-Verzweigung im Verlaufe der Hauptkette. Bereits 
aus der Schmelzpunktkurve der Monomethyl-palmitinsiuren? ging 
hervor, da8B physikalische Eigenschaften durch den Ort der Methy]l- 
Substitution stark beeinfluBt werden kénnen, aber auch das Verhalten 
einer methylverzweigten Fettséure im Zellstoffwechsel hangt weit- 
gehend davon ab, welches Kohlenstoffatom der Kette substituiert ist. 
Das lieB sich zeigen durch Verfiitterung derartiger Siuren an Hunde®* 4, 
durch antibakterielle Priifungen® und durch die Ermittlung der Gewebe- 
aktivitat®. Wir hofften, durch Spreitungsversuche mit vollstandigen 


1G. Weitzel, A.-M. Fretzdorff u. W. Savelsberg, diese Z. 285, 230 
[1950], IV. Mitt. dieser Reihe. 

2 G. Weitzel u. J. Wojahn, diese Z. 287, €5 [1951], V. Mitt. dieser Reihe. 

3 G. Weitzel, A.-M. Fretzdorff u. J. Wojahn, Naturwiss. 37, 68 [1950]. 

4G. Weitzel, diese Z. 287, 254 [1951], VI. Mitt. dieser Reihe. 

5 G. Weitzel, diese Z., im Druck, VJII. Mitt. dieser Reihe. 

6S. David, N. Polgar u. R. Robinson, J. chem. Soc. [London] 1949, 


1541, 1545. 
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Reihen methylverzweigter Fettsiuren AufschluB zu erhalten iiber die 
speziellen Eigenschaften solcher Verbindungen im monomolekularen 
Film, wobei vielleicht auch eine physikalisch-chemische Parallele zu den 
biologischen Ergebnissen zu finden war, besonders zu den ganz aus- 
gepragten alternierenden Hemmeffekten bei der antituberkuliren 
Priifung in vitro®. 


Methodik 


Aufnahme der F/A-Isothermen: Die fiir den Zusammenbruch des mono- 
molekularen Films auf Wasser erforderliche Kraft F, der ,,Schub‘‘, wird in Dyn/cm, 
die zu jeder SchubgréBe gehdrende filmbedeckte Wasseroberfliche A wird pro 
Einzelmolekiil in A? angegeben. Alle Messungen wurden mit einem von uns ent- 
wickelten Prazisionsgerat ausgefiihrt, dessen Aufbau und Eichung wir kiirzlich 
beschrieben haben’. Die Schubmessung erfolgt dabei vollautomatisch mit einer 
in weitesten Grenzen regulierbaren Empfindlichkeit. Die filmbedeckte Wasser- 
oberflache wird von der freien Oberfliche durch eine pendelartig aufgehangte, 
vertikale Wand getrennt, bei welcher ein Uberkriechen des Films ausgeschlossen 
ist. Die Auslenkungen der Trennwand werden von einem Lichtsteuergerat auf- 
genommen und elektrisch aufgezeichnet, so daf man nach AbschluB der Messung 
eine charakteristische Kurve erhalt, deren Auswertung den Flachenbedarf des 
Einzelmolekiils in A? und die Schubgré8e in Dyn/cm fiir jeden gewiinschten Punkt 
des Kurvenverlaufs ergibt. 

Substanz-Einwaagen: etwa 10 mg, lésen in 6—9 ccm Benzol (thiophenfrei, 
iiber Natrium doppelt destilliert), auftropfen von 2—3 Tropfen der Lésung (30—75 y 
Fettsaiure entsprechend) mit Kugelpipette in die Mitte des Troges (nicht in Rand- 
naihe!). Wassertemperatur 10°, 20°, 30°. Die Empfindlichkeit der Schubmessung 
war eingestellt auf 0,1 Dyn/em. Die Schubgeschwindigkeit war in allen Messungen 
die gleiche (1 mm/sec.), unsere Test-Palmitinsiure kollabierte unter diesen Be- 
dingungen bei 46,3 Dyn (Abb. 1). 


Ergebnisse und Diskussion 


In den Tab. 1, 2 und 3 sind die MeBergebnisse fiir 10°, 20° und 30° 
Wassertemperatur zusammengestellt. Die angegebenen Werte sind 
Mittelwerte aus je 10—20 Einzelmessungen, jedem Flichenwert (in A?) 
ist der mittlere und wahrscheinliche Fehler der Einzelmessung bei- 
gegeben. Der fiir den sog. ,.Kondensationspunkt“ angegebene 
Flachenbedarf pro Molekel entspricht demjenigen Knickpunkt der 
F/A-Kurve, wo durch rasches Ansteigen des Schubs die Kondensation 
des Films meBbar wird, auch ,,maximaler Flichenbedarf“ oder ,,limiting 
area“ genannt. Wir bezeichnen damit im Gegensatz zu anderen Autoren 
einen monomolekularen Film bereits zu Beginn des Ansteigens der 
F/A-Kurve als ,,kondensiert‘‘. Denn die filmbildenden Molekiile sind 
in diesem Punkte nicht mehr regellos orientiert, sondern sie stehen 
,,dicht an dicht“‘, sie sind also ,,kondensiert‘‘. Wahrend des Zusammen- 
schiebens ist daher der Film bis zum Erreichen dieses Kondensations- 
punktes als ,,gasformig“‘ (besser ,,expandiert bzw. ,,fliissig-expandiert“‘), 
danach als ,,flissig“ anzusehen. Der Flichenbedarf beim Kollaps 


7 §. Heller, A.-M. Fretzdorff u. G. Weitzel, diese Z. 288, 32 [1951]. 
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(Zusammenbruch) des Films, auch als ,,minimaler Flachenbedarf“ oder 
, minimal area‘‘ bezeichnet, entspricht demjenigen Knickpunkt der 
F/A-Kurve, bei welchem der Schub sich in seinem Anstieg verlangsamt 
oder wieder absinkt. Infolgedessen ist mit dem Zusammenbruch des 
Films die Héchstbelastung (in den Tab. 1—3 als ,,8Schub beim 
Kollaps“ in Dyn/cm angegeben) bereits iiberschritten, Teile des Films 
werden von der Wasseroberfliche abgelést und schieben sich iiber- 


einander. 


Tab. 1. Flachenbedarf und Dynwerte der Monomethyl]-palmitinsiuren bei 10° 
/m = mittlerer Fehler, fw = wahrscheinlicher Fehler der Einzelmessung. 





Flachenbedarf pro Molekel im: 





Schub beim 
































-palmitinsiure | Kondensationspunkt Zusammenbruch Zusammenbruch 
A? | fmA? | fwA? || A? | fmA? | fwA? Dyn/em 
2-Methyl-. . . 51,1 | 0,35 | 0,23 26,3 | 0,63 | 0,42 28,6 
3-Methyl-. . . 48,1 | 0,83 | 0,56 24,8 | 0,52 | 0,34 31,2 
4-Methyl-. . . 48,9 | 0,41 | 0,28 27,0 | 0,23 | 0,15 30,8 
5-Methyl-. . . 49,3 | 0,60 | 0,41 27,0 | 0,19 | 0,13 32,6 
6-Methyl-. . . 50,2 | 0,89 | 0,58 27,7 | 0,34 | 0,23 31,9 
7-Methyl-. . 49,2 | 0,71 | 0,48 28,2 | 0,45 | 0,30 32,5 
8-Methyl-. . . 49,3 | 0,55 | 0,37 28,6 | 0,43 | 0,29 31,9 
9-Methyl-. . . 46,6 | 0,86 | 0,58 28,2 | 0,48 | 0,32 33,3 
10-Methyl-. . . 45,9 | 0,42 | 0,28 28,2 | 0,53 | 0,36 33,9 
11-Methyl-. . . 43,7 | 0,71 | 0,48 27,9 | 0,38 | 0,25 35,1 
12-Methyl-. . . 41,7 | 0,87 | 0,58 27,0 | 0,34 | 0,23 36,3 
13-Methyl-. . . 41,8 | 0,82 | 0,55 26,5 | 0,55 | 0,37 37,2 
14-Methyl-. . . 38,2 | 0,78 | 0,52 26,1 | 0,24 | 0,16 28,0 
15-Methyl-. . . 29,7 | 0,27 | 0,18 25,4 | 0,20 | 0,13 22,9 











Tab. 2. Flachenbedarf und Dynwerte der Monomethyl-palmitinséuren bei 20° 
fm = mittlerer Fehler, fw = wahrscheinlicher Fehler der Einzelmessung. 
































Flachenbedarf pro Molekel im: Selindy Belts 
-palmitinsiure | Kondensationspunkt |} Zusammenbruch Zusammenbruch 
A? | fmA? | fwA? || A? | fmA? | fwA? Dyn/em 
2-Methyl-. . . 52,1 | 1,02 | 0,68 27,6 | 0,54 | 0,36 27,0 
3-Methyl-. . . 49,7 | 0,81 | 0,54 26,8 | 0,38 | 0,25 31,6 
4-Methyl-. .. 51,2 | 0,63 | 0,42 29,3 | 0,20 | 0,13 31,8 
5-Methyl-. . . 51,5 | 0,61 | 0,41 28,4 | 0,27 | 0,18 30,4 
6-Methyl-. . . 51,8 | 0,72 | 0,48 29,1 | 0,28 | 0,19 30,4 
7-Methyl-. . . 50,7 | 0,71 | 0,48 28,5 | 0,43 | 0,29 30,7 
8-Methyl-. . . 49,8 | 0,88 | 0,59 || 28,4 | 0,29 | 0,19 29,1 
9-Methyl-. . . | 47,8 | 0,72 | 0,48 |} 28,6 | 0,48 | 0,32 30,7 
10-Methyl-. . . | 47,8 | 0,89 | 0,60 || 28,5 | 0,35 | 0,23 30,5 
11-Methyl-. . . | 46,6 | 1,01 | 0,67 |] 28,4 | 0,24 | 0,16 29,4 
12-Methyl-. . . | 45,0 | 0,74 | 0,50 |] 28,1 | 0,46 | 0,31 31,8 
13-Methyl-. . . | 44,6 | 0,52 | 0,35 || 27,6 | 0,51 | 0,34 31,6 
14-Methyl-. . . 41,5 | 0,50 | 0,34 25,9 | 0,63 | 0,42 30,2 
15-Methyl-. . . 39,2 | 0,83 | 0,56 23,9 | 0,72 | 0,48 24,8 
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Tab. 3. Flachenbedarf und Dynwerte der Monomethyl-palmitinsiuren bei 30° 
/m = mittlerer Fehler, fy = wahrscheinlicher Fehler der Einzelmessung. 



































Flachenbedarf pro Molekel im: s : 
chub beim 
-palmitinséure | Kondensationspunkt Zusammenbruch Zusammenbruch 

A? | fmA?| fwA? |] A? | fmA? | fwA? Dyn/em 
2-Methyl-. . . 55,9 | 1,2 0,80 32,5 | 0,65 | 0,44 22,6 
3-Methyl-. . . | 53,1 | 0,48 | 0,32 |] 30,6 | 0,46 | 0,31 24,0 
4-Methyl-. . . | 54,3 | 0,43 | 0,29 |] 33,0 | 0,27 | 0,13 21,6 
5-Methyl-. . . | 53,4 | 0,37 | 0,25 |] 32,9 | 0,25 | 0,17 21,8 
6-Methyl-. . . | 53,6 | 0,35 | 0,23 |] 33,5 | 0,31 | 0,21 23,3 
7-Methyl-. . . | 52,8 | 0,43 | 0,29 |} 33,1 | 0,34 | 0,23 23,3 
8-Methyl-. . . | 53,1 | 0,63 | 0,42 |} 33,1 | 0,61 | 0,41 22,2 
9-Methyl-. . . | 52,5 | 0,94 | 0,65 |} 33,3 | 0,63 | 0,42 23,7 
10-Methyl-. . . | 52,0 | 1,10 | 0,74 |} 33,0 | 0,54 | 0,36 23,7 
11-Methyl-. . . | 51,0 | 0,89 | 0,58 |} 32,8 | 0,72 | 0,48 23,3 
12-Methyl-. . . | 49,9 | 0,83 | 0,56 |} 32,5 | 0,52 | 0,34 21,9 
13-Methyl-. . . | 49,1 | 0,86 | 0,58 |} 31,0 | 0,53 | 0,36 25,4 
14-Methyl-. . . | 48,7 | 0,72 | 0,48 || 29,0 | 0,71 | 0,48 27,7 
15-Methyl-. . . | 46,4 | 0,83 | 0,56 |i 29,1 | 0,74 | 0,50 22,5 














In den Abb. 1—15 sind die F/A-Diagramme der Monomethy]l- 
palmitinsiuren dargestellt. Abb.1 zeigt aus Griinden des besseren 
Vergleichs die F/A-Kurven der normalen Palmitin- und Heptadecan- 
siure sowie der 2-Methyl-palmitinsiure bei 20°. Dagegen sind in den 
Abb. 2—15 die F/A-Isothermen saimtlicher Monomethyl-palmitinsaéuren 
fiir jeweils 10° und 30° eingezeichnet; die F/A-Kurve fiir 20° wiirde 
zwischen den beiden anderen Kurven verlaufen. Die F/A-Diagramme 
tragen auf der Ordinate die Dynwerte des Schubs, auf der Abszisse die 
Flachenwerte des Einzelmolekiils in A?. Der Verlauf der Schubmessung 
entspricht dem Verlauf der Isotherme von rechts nach links, der Zu- 
sammenbruch des Films ist durch Pfeil gekennzeichnet. 


Ein Uberblick tiber die Abb. 1—15 bestiatigt zunichst unsere 
friiheren Erfahrungen: Auf Wasseroberflichen zeigen monomolekulare 
Filme verzweigtkettiger aliphatischer Verbindungen einen er- 
héhten Flichenbedarf der einzelnen Molekel und beim Zusammen- 
bruch des Films einen erniedrigten Dynwert, wenn man sie mit den 
entsprechenden normalen Verbindungen vergleicht. Auch die Unter- 
suchung der homologen «-n-Alkyl-stearinsiuren! hatte ergeben, daB 
solche Filme beim Zusammenschieben kondensieren, jedoch nicht, wie 
die unverzweigten Ketten, den letzten fast senkrecht ansteigenden 
Abschnitt der F/A-Kurve erreichen, sondern vorher kollabieren. Ebenso 
besitzen saimtliche Monomethyl-palmitinsiuren bei Kondensations- 
beginn und beim Zusammenbruch hoéhere Flachenwerte und brechen bei 
geringeren Dynwerten als normale Palmitin- und Heptadecanséure 
(s. Abb. 1). 
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Abb. 5. F/A-Diagramm 
der 5-Methy]-palmitinsaure. 


Abb. 6. F/A-Diagramm 
der 6-Methy]-palmitinsaure. 


Abb. 7. F/A-Diagramm 
der 7-Methy]-palmitinsaure. 


Abb. 8. F/A-Diagramm 
der 8-Methyl-palmitinsaure. 
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Weiterhin zeigt der Vergleich mit den beiden geradkettigen Saéuren 
C,, und C,,, daB bei Beginn der Kondensation der Flachenzuwachs 
als Folge der Methyl-Verzweigung sich stirker bemerkbar macht als 
beim Zusammenbruch des Films. Ein solches Verhalten haben wir bisher 
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bei allen alkylverzweigten Sauren beobachtet; die F/A-Isotherme vom 
Kondensationsbeginn bis zum Zusammenbruch ist daher bei den ver- 
zweigten Sauren stets linger als bei den unverzweigten. Drickt man 
den Flachenbedarf einer Monomethyl-palmitinsiure in Prozent der 
normalen, z. B. der n-Palmitinsiure, aus (deren Flachenbedarf sei 100%), 
so ergibt sich fir den Kondensationsbeginn (limiting area), daB 
2-Methyl-palmitinsiure 217%, 5-Methyl-palmitinsiiure 214%, 8-Methyl- 
palmitinsiure 207%, 11-Methyl-palmitinsiiure 194% und 14-Methyl- 
palmitinsiure 173% des Flachenbedarfs der n-Palmitinsiure bean- 
spruchen. Beim Zusammenbruch (minimal area) betragen die ent- 
sprechenden Werte (n-Palmitinsiure wiederum = 100%) fiir die gleichen 
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Sauren aber nur 145%, 149%, 148%, 149% und 136% des Flachen- 
bedarfs der n-Palmitinsiaure. 

Man kann daraus schlieBen, da8 bei Kondensationsbeginn, also 
noch ohne nennenswerten Schub, die stérende Wirkung der Methy]l- 
Verzweigung auf die regelmaBige Aneinanderlagerung der langen Ketten 
im Film mehr zur Geltung kommt als bei wachsendem Schub und bei 
der Héchstbelastung am Zusammenbruch. Wiahrend des Zusammen- 
schiebens werden die verzweigten Ketten mehr und mehr zu dichterer 
Packung und damit zur Einnahme von Stellungen gezwungen, in denen 
sich benachbarte Molekile méglichst wenig behindern. Dadurch wird 
der stérende EinfluB der Verzweigung zuriickgedraingt, der Film ge- 
winnt an innerer Ordnung und bricht spiter zusammen, als man nach 
seinem Flichenbedarf zu Kondensationsbeginn erwarten sollte. 

Bei der Betrachtung der Abb. 2—15 tritt noch eine andere Be- 
sonderheit zutage: Der Flachenbedarf pro Molekel hangt stark 
von der Temperatur ab, er ist in allen Fallen bei 10° geringer als 
bei 30°. Vergleicht man in den Abb. 2—15 die zu einem beliebigen 
Dynwert gehérenden Flichenwerte der beiden Isothermen, so sind die 
bei 30° gemessenen Flachen stets wesentlich groBer als die bei 10° ge- 
messenen. Diese Erscheinung findet man in etwas anderer Form auch 
bei normalen Siéuren: Bei n-Palmitinsaiure z. B. ist der Kondensations- 
beginn ebenfalls stark temperaturabhingig, denn mit steigender 
Temperatur nimmt die ,,limiting area“ deutlich zu. Bei steigendem 
Schub nahern sich jedoch die Isothermen einander, so daB die beim 
Zusammenbruch gemessenen Werte fiir den minimalen Flichenbedarf 
bei verschiedenen Temperaturen nur wenig voneinander abweichen. 
Nur die Dynwerte der Isothermen differieren bei n-Palmitinsiure 
und tiberhaupt bei normalen Sauren auch im Kollaps; allgemein gilt, 
da die zum Zusammenbruch erforderliche SchubgréBe mit steigender 
Temperatur abnimmt. 

Beim Zusammenbruch der Monomethyl-palmitinsauren da- 
gegen kommt zur Temperaturabhangigkeit der Dynwerte, die bei 10° 
fast stets deutlich héher als bei 30° liegen, noch eine ausgepriagte Differenz 
im minimalen Flichenbedarf hinzu, denn in allen Fallen ist der bei 30° 
gemessene Flachenwert beim Kollaps erheblich héher als der bei 10° 
gemessene. Diese als Folge der Temperatursteigerung auftretenden 
erhéhten A?-Werte diirften ganz allgemein auf die intensivere Warme- 
bewegung der Molekeln zuriickzufiihren sein. Hier tritt aber die Frage 
hinzu, ob der Stéreffekt der Methyl-Verzweigung auf die Ausbildung 
eines geordneten Films bei héherer Temperatur mehr zur Geltung 
kommt als bei niedriger, eine Frage, auf die wir unten nochmals zuriick- 
kommen werden. 

Der Zusammenhang zwischen Stellung der Methyl-Verzweigung 
und Flachenbedarf der Einzelmolekel geht fiir die ganze Serie der 
Monomethyl-palmitinsiuren iibersichtlich aus den Abb. 16a—c hervor. 
Die obere Kurve entspricht jeweils den A?-Werten am beginnenden 
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Schubanstieg (limiting area), die untere den Kollapswerten (minimal 
area). Dabei werden zwei Besonderheiten ersichtlich, die regelmaBig 
in jedem der drei Diagramme wiederkehren: 
1. Abfall der Flaichenwerte bei Methyl-Substitution am carboxyl- 
fernen Ende der Kette, besonders bei 15-Methyl-palmitinsiaure. 
2. Oszillation des Flaichenbedarfs bei carboxylnaher Verzweigung. 
Zu 1: Wirft man die Frage auf, an welcher Stelle der Fettsiure- 
kette die Methylierung den Aufbau eines dichtgepackten Films am 
wenigsten stért, oder anders ausgedriickt, welche Monomethyl]-palmitin- 
sdure in ihrem Film-Verhalten der normalen Palmitinsiure am nachsten 




































































Ae r1¢ 
Ps ! Tima! 
50 A t 
Vf oN | —~———_| 
TN 
yO XY j 
| 40 
- ns i 6 alt | sa 
wf oo NJ Femmes. 
PST TTT GETS TT 8 6 OT ST VT HW 5 
a b Cc 


Abb. 16. a—c Flachenbedarf der Einzelmolekeln. 
Ordinate: Flachenbedarf der Einzelmolekeln in A?. Abszisse: Nr. des methy- 
lierten C-Atoms der Hauptkette. Obere Kurve: Flachenbedarf zu Konden- 
sationsbeginn. Untere Kurve: Flachenbedarf beim Zusammenbruch des Films. 
a) Monomethyl-palmitinsauren bei 10°, b) Monomethyl-palmitin- 
sduren bei 20°. c) Monomethyl-palmitinsaiuren bei 30°. 


kommt, so trifft dies zweifellos fiir die 15-Methyl-palmitinsiure zu. 
Diese hat von allen Gliedern der Reihe stets die niedrigsten Flachen- 
werte, wenn sie auch noch betrachtlich iiber denen der geradkettigen 
Saure liegen. Auch hinsichtlich ihres Schmelzpunktes weist die 15- 
Methyl-palmitinsiure, die die ,,Iso-Saéure“ der ganzen Reihe darstellt, 
eine Parallele zu ihrem Film-Verhalten auf: Sie hat von allen Mono- 
methyl-palmitinsiuren den héchsten Schmelzpunkt, der nur 1—2° 
unter dem der entsprechenden normalen Saure liegt (siehe hierzu *). 
Auch das spricht dafiir, daB die Methyl-Substitution am carboxylfernen 
Ende die Gitterkrifte relativ am wenigsten stért. Auch fiir den Film 
ist anzunehmen, da8 die Behinderung der Aneinanderlagerung langer, 
annahernd vertikal auf der Wasseroberfliche stehender Ketten durch 
sperrige Verzweigungen dann am geringsten sein wird, wenn der seiten- 
stiindige Rest am carboxy'fernen Kettenende sitzt, da dieses auch im 
kondensierten Film eine gréBere Beweglichkeit hat als die carboxyl- 
nahen Teile der Fettsaiurekette. 

Zu2: Aus den Ubersichtsdiagrammen (Abb. 16a—c) geht hervor, daB 
bei 10°, 20° und 30° sowohl bei Kondensationsbeginn als auch beim 
Zusammenbruch die am Kohlenstoffatom 3 methylierte Saure einen 
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geringeren Flachenbedarf als ihre beiden Nachbarglieder besitzt. Da- 
durch deutet sich der Beginn einer Oszillation an, die auch bei der 5- und 
7-Methyl-Verbindung in den meisten Fallen wiederkehrt. Nur in den 
Kurven fiir den Flichenbedarf zu Kondensationsbeginn bei 10° und 20° 
(obere Kurven) ist die Alternation bei 5-Methyl-palmitinsiure verwischt. 
In den meisten Fallen li8t sich auch bei der 7-Methyl-palmitinsiure 
erkennen, daB diese niedrigere Flachenwerte aufweist als 6- und 8-Methyl- 
palmitinsiure. Am deutlichsten zeigt sich die Oszillation des Flachen- 
bedarfs bei carboxylnaher Verzweigung bei 20° und 30°, weniger deut- 
lich bei 10°. Wie aus den Tab. 1—3 hervorgeht, sind mittlerer und 
wahrscheinlicher Fehler der Einzelmessung wesentlich kleiner als die 
gemessenen alternierenden Differenzen im Flachenbedarf benachbarter 
Glieder der Reihe; es handelt sich also nicht etwa um innerhalb der 
Fehlergrenzen liegende Zufallsbefunde. Dagegen ist bei gréBerer Ent- 
fernung der Methyl-Verzweigung vom Carboxyl eine regelmaBige 
Oszillation nicht mehr zu erkennen 

Die mit der Oszillation des Flichenbedarfs zusammenhiangenden 
theoretischen Fragen und eine mégliche Deutung der Erscheinung be- 
handeln wir in der folgenden (X.) Mitteilung. Diese befa8t sich mit der 
Spreitung von Monomethyl-stearinsdiuren, deren Flichenwerte 
bei carboxylnaher Methylierung ebenfalls oszillieren. Die oben auf- 
geworfene Frage, ob der durch die Methyl-Verzweigung hervorgerufene 
Flaichenzuwachs bei héherer Temperatur mehr zur Geltung kommt als 
bei niedriger, 148t sich nunmehr folgendermaBen beantworten: Bei 
intensiverer Warmebewegung wichst prinzipiell die von einer Fettsiure 
beanspruchte Querschnittsfliche. Tragt die Fettsiure einen seiten- 
standigen Rest, dann ist der Radius ihrer Grundfliche im Film gréBer, 
so daB sich die bei hoherer Temperatur vorhandene gréBere Beweglich- 
keit auf einen lingeren Radius auswirkt. Der Flichenbedarf wichst 
aber damit in erh6htem MaBe, denn er nimmt mit dem Quadrat des 
Radius zu. Danach miBte mit hoherer Temperatur die Beeinflussung 
des Flaichenbedarfs durch die Verzweigung deutlicher werden. Das 
stimmt mit den experimentellen Ergebnissen iiberein, denn die Oszilla- 
tion der Flachenwerte tritt bei 30° besser hervor als bei 10° (s. Abb. 16a 
und 16c). 


Zusammenfassung 


Samtliche d,J-Monomethyl-palmitinséuren wurden auf Wasser ge- 
spreitet und die F/A-Isothermen bei 10°, 20° und 30° gemessen. 


Alle 14 Glieder der Reihe zeigten die fiir verzweigtkettige Fett- 
siuren charakteristischen Filmeigenschaften: Der Flaichenbedarf des 
Einzelmolekiils ist im ganzen Verlauf der F/A-Isotherme héher, der fiir 
den Zusammenbruch des Films erforderliche Schub dagegen niedriger 
als bei geradkettigen Fettsiuren. 


15* 
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Innerhalb der Reihe sinken die Flichenwerte des Einzelmolekiils 
bei Methyl-Substitution am carboxylfernen Ende ab, 15-Methyl- 
palmitinsiure hat den geringsten Flaichenbedarf aller Monomethyl- 
palmitinséuren. 

Bei carboxylnaher Verzweigung oszilliert der Flichenbedarf: er ist 
5 eats in 3, 5 oder 7 geringer als bei Methylierung in 2, 4 
oder 6. 


Biochemie verzweigter Carbonsduren 
X. Mitteilung 
Monomolekulare Filme der einfach methylierten Stearinséiuren 


Von 
Giinther Weitzel, Anna-Maria Fretzdorff und Siegfried Heller 


Aus der Medizinischen Forschungsanstalt (Biochemische Abteilung) der Max-Planck-Gesellschaft 
; zu Géttingen 


(Der Schriftleitung zugegangen am 15. August 1951) 


Unter den héheren verzweigtkettigen Fettsiuren hat die Gruppe 
der methylierten Stearinsauren in den letzten Jahren besonderes 
Interesse gefunden, weil Spielman! nachweisen konnte, da8 Tuber- 
kulostearinséure, gewonnen aus den Lipoiden von Tuberkel- und Lepra- 
bazillen, eine optisch aktive 10-Methyl-stearinsiure ist. Tuberkulo- 
stearinsiure verhalt sich in verschiedener Hinsicht anders als normale 
Stearin- oder Nonadekansiure, so daB sich die Frage nach dem Einflu8 
der Methyl-Verzweigung auf die physikalischen, chemischen und bio- 
logischen Eigenschaften einer héheren Fettsiure erhob. Zur systemati- 
schen Klaérung der damit zusammenhingenden Probleme wurde die 
vollstandige Reihe der Monomethyl-stearinsiuren von Cason und 
Mitarbeitern? sowie von uns*® synthetisiert, auch Stallberg-Sten- 
hagen? hat mehrere Methyl-octadecansiuren aufgebaut und zum Teil 
auch die optisch aktiven Isomeren dargestellt. 

Dabei ergab sich schon aus den Schmelzpunkten der 16 Glieder 
der Reihe, daB die Herabsetzung der Gitterkrafte durch die Methyl- 
Verzweigung in hohem Mae davon abhangt, welches Kohlenstoffatom 
der Kette substituiert ist*. In Stoffwechselversuchen am Ganztier* 
und in bakteriologischen Versuchen® konnten wir zeigen, da8 auch das 


1M. A. Spielman, J. biol. Chemistry 106, 87 [1934]. 

2 Die betreffenden Arbeiten von J. Cason u. Mitarbb. sowie von St. Stall- 
berg-Stenhagen u. Mitarbb. sind in Anm. 3 zitiert. 

° G. Weitzelu. J. Wojahn, diese Z. 287, 296 [1951], VII. Mitt. dieser Reihe. 

* G. Weitzel, A.-M. Fretzdorff u. J. Wojahn, Naturwiss. 37, 68 [1950]. 
5 G. Weitzel, diese Z. 288, 174 [1951], VIII. Mitt. dieser Reihe. 
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biologische Verhalten durch die Stellung der Methyl-Verzweigung 
deutlich variiert wird. Wahrend z. B. im Fiitterungsversuch am Hund 
2-Methyl-stearinsiure restlos* ®, 10-Methyl-stearinsiure aber nicht 
vollstandig* ? verarbeitet wurde, zeigte die Priifung der antituberkuliren 
Wirkung in vitro, daB die in 5, 7, 9 oder 11 methylierten Stearinsiuren 
das Wachstum von virulenten, humanen Tuberkelbazillen wesentlich 
stirker hemmen als die an geradzahligen C-Atomen der Kette methy- 
lierten Saéuren. Dadurch wies die antituberkulire Wirkung eine aus- 
gepraigte Oszillation auf, und fiir unsere Deutung® dieses Effektes 
als eiweiBdenaturierende Oberflichenreaktion auf der bakteriellen 
AuBenschicht war es besonders aufschluBreich, daB wir bei der Spreitung 
der Monomethyl-palmitinséuren® auf Wasser ebenfalls Oszillation 
nachweisen konnten: Bei carboxylnaher Verzweigung zeigte der Flachen- 
bedarf pro Einzelmolekiil im Film alternierende Differenzen je nachdem, 
ob ein gerad- oder ein ungeradzahliges Kohlenstoffatom methyliert war. 

Uber Spreitungsversuche mit 2-Methyl- bis 11-Methy]-stearinsaure 
haben wir friither* kurz berichtet: Der Flichenbedarf der methylierten 
Sauren lag wesentlich héher als derjenige normaler Stearinsaiure. AuBer- 
dem ergaben die bei 20° ausgefiihrten Messungen, daB mit wachsender 
Entfernung der Methyl-Verzweigung vom Carboxyl der Flichenbedarf 
des Einzelmolekiils langsam zunahm, z. B. beanspruchte beim Zu- 
sammenbruch des Films 2-Methyl-stearinsiure etwa 24 A?, 10-Methyl- 
stearinsiure etwa 30 A2. Da der Schmelzpunkt von 2- bis 11-Methyl- 
stearinsiure fortlaufend sinkt, lag die Annahme nahe, da als Folge 
abnehmender Kohasionskrafte der Flaichenbedarf pro Molekiil wiachst. 
Die damaligen Messungen* wurden mit einem Apparat ausgefiihrt, 
dessen MeBorgan aus Schwimmer und Torsionsdraht bestand nach Art 
der auch heute noch vielfach benutzten ,,Langmuir-Waage*. Inzwischen 
haben wir unsere Apparatur wesentlich verbessert; die Messungen der 
vorliegenden Arbeit wurden mit einem kiirzlich von uns® beschriebenen 
Gerait ausgefiihrt, welches ein neuartiges, nicht mehr stéranfalliges 
MeBorgan, lichtelektrische Steuerung und automatische Registrierung 
besitzt. 

Methodik: Unsere Arbeitsweise bei der Schubmessung mono- 
molekularer Filme auf Wasser haben wir bereits in der vorangehenden 
Mitteilung® und in ° beschrieben. In den Messungen der vorliegenden 
Arbeit betrug die Wassertemperatur stets 10°. 

Ergebnisse: In Tab. 1 sind die MeBergebnisse als Mittelwerte aus 
je 10—20 Einzelmessungen zusammen mit dem mittleren und wahr- 
scheinlichen Fehler der Einzelmessung angegeben. Die Tabelle enthalt 
die gemessenen Werte in gleicher Anordnung wie die Tab. 1, 2 und 3 
der vorangehenden Mitteilung®, dort findet sich auch eine Erliuterung 


6 G. Weitzel, diese Z. 287, 254 [1951], VI. Mitt. dieser Reihe. 

7 G. Weitzel, diese Z., im Druck, XI. Mitt. dieser Reihe. 

8 G. Weitzel, A.-M. Fretzdorff u. S. Heller, diese Z., vorangehende Mitt. 
® S. Heller, A.-M. Fretzdorff u. G. Weitzel, diese Z. 288, 32 [1951]. 
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der Begriffe ,,Kondensationspunkt“, ,,Zusammenbruch“ und ,,Schub 
beim Kollaps“. 


Tab. 1. Flachenbedarf und Dynwerte der Monomethyl-stearinséuren bei 10° 
fm = Mittlerer Fehler, fw = wahrscheinlicher Fehler der Einzelmessung. 






























































Flachenbedarf pro Molekel im: s x" 
chub beim 
-stearinsaéure Kondensationspunkt Zusammenbruch Zusammenbruch 

A? | fmA? | fwA? |} A? | fmA? | fwA? Dyn/cm 

2-Methyl-. . . 30,5 | 0,21 | 0,14 25,0 | 0,25 | 0,17 32,4 
3-Methyl-. . . 31,4 | 0,24 | 0,16 23,9 | 0,22 | 0,15 39,5 
4-Methyl-. .. 36,7 | 0,81 | 0,55 25,7 | 0,29 | 0,20 35,6 
5-Methyl-. . . 43,9 | 0,48 | 0,32 24,7 | 0,29 | 0,20 33,8 
6-Methyl-. . . 46,5 | 0,46 | 0,31 26,7 | 0,21 | 0,14 31,6 
7-Methyl-.-. . 47,9 | 0,51 | 0,35 27,3 | 0,19 | 0,13 30,4 
8-Methyl-. .. 48,9 | 0,37 | 0,25 27,8 | 0,32 | 0,22 30,4 
9-Methyl-. . . 47,9 | 0,42 | 0,28 28,1 | 0,18 | 0,12 32,6 
10-Methyl-. . . 46,3 | 0,53 | 0,36 27,9 | 0,28 | 0,19 32,1 
11-Methyl-. . . 44,9 | 0,61 | 0,41 27,9 | 0,27 | 0,18 33,2 
12-Methyl-. . . 43,8 | 0,39 | 0,26 27,5 | 0,29 | 0,20 32,9 
13-Methyl-. . . 41,5 | 0,19 | 0,13 28,0 | 0,28 | 0,19 30,5 
14-Methyl-. . . 40,4 | 0,28 | 0,19 27,2..| 0,31 | 0,21 30,7 
15-Methyl-. . . 37,9 | 0,42 | 0,28 26,5 | 0,27 | 0,18 op Bes 
16-Methyl-. . . 30,2 | 0,19 | 0,13 24,9 | 0,25 | 0,17 30,4 
17-Methyl-. . . 29,1 | 0,22 | 0,15 23,1 | 0,28 | 0,19 37,0 


In den Abb. 1—8 sind die F/A-Isothermen der Monomethyl-stearin- 
siuren bei 10° dargestellt. Aus Griinden der Platzersparnis sind stets 
zwei Substanzen in einem Diagramm zusammengefaft, wobei diejenigen 
Glieder der Reihe, deren F/A-Kurven sich méglichst wenig iiberdecken, 
in das gleiche Diagramm aufgenommen wurden. Auf der Ordinate sind 
die Dynwerte des Schubs, auf der Abszisse die Flachenwerte des Einzel- 
molekiils in A? aufgetragen; der Zusammenbruch des Films ist durch 
Pfeil gekennzeichnet. Fiir die Diagramme wurden Original-Kurven 
ausgewahlt, die den errechneten mittleren F/A-Werten der betreffenden 
Saure mdglichst nahekommen oder damit iibereinstimmen. 

Die F/A-Isothermen der Monomethyl-stearinsiuren bei 10° (Abb. 1 
bis 8) zeigen die fiir verzweigtkettige héhere Fettsiuren typische lang- 
gestreckte und flache Form. Vergleicht man sie mit den F/A-Kurven 
geradkettiger Sdiuren, dann sind die zu gleichen Dynwerten gehérenden 
Querschnittsflichen pro Molekel im ganzen Verlauf der Isotherme 
bei methylierten Palmitin- und Stearinséuren und iiberhaupt bei ver- 
zweigtkettigen Saéuren wesentlich gréBer als bei unverzweigten. Die 
Filme methyl-substituierter Sauren kollabieren bei Dynwerten, die 
betrachtlich geringer sind als die Kollapswerte normaler Siuren. Infolge- 
dessen bilden alle Monomethyl-stearinsiuren bei 10° fliissige Filme, 
obwohl sie makroskopisch bei der gleichen Temperatur saimtlich fest 
und kristallin sind (s. hierzu auch Abb.1 der vorangehenden Mit- 
teilung *). 
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Abb. 1. F/A-Diagramm 


der 2-Methyl- (—) und 10- 


Methyl- (— — —)stearin- 
siure bei 10°. 


Abb. 2. F/A-Diagramm 
der 3-Methyl- (—) und 11- 
Methyl-(— — —)stearin- 
siure bei 10°. 


Abb. 3. F/A-Diagramm 
der 4-Methyl- (—) und 12- 
Methyl-(— — —)stearin- 
sdure bei 10°. 


Abb. 4. F/A-Diagramm 
der 5-Methyl- (—) und 13- 
Methyl-(—- — —)stearin- 
siure bei 10°. 
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Die F/A-Isotherme der Tuberkulo-stearinsiure (10-Methyl-stearin- 
siure) ist bereits von Stenhagen und Stallberg?® untersucht worden. 
Sie fanden bei 20° auf 0,01-n.HCl Werte, die den unsrigen sowohl im 


10 E. Stenhagen u. St. Stallberg, J. biol. Chemistry 139, 345 [1941]. 
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Flachenbedarf als auch in der Schubhdéhe sehr ahnlich sind. Da wir Dz 
jedoch bei 10° gemessen haben, liegen unsere Flaichenwerte etwas sal 
niedriger, der Dynwert beim Kollaps etwas héher als die entsprechenden de 
Daten der schwedischen Autoren. dii 
_ Fiir unsere Fragestellung ,,Wie andern sich die Filmeigenschaften Kt 
bei wechselnder Stellung der Methyl-Verzweigung‘ ist Abb. 9 besonders an, 
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Abb. 9. Monomethyl-stearinsaéuren ; wa” 
bei 10°. / 


Ordinate: Flachenbedarf der Einzel- ™ 
molekel in A?. Abszisse: Nr. des methy- 
lierten C-Atoms der Hauptkette. Obere 
Kurve: Flachenbedarf zu Kondensations- 30 “ 
beginn. Untere Kurve: Flachenbedarf 

beim Zusammenbruch des Films. an 
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Die obere Kurve gibt den Flachentedarf der 16 Monomethyl- 
stearinséuren zu Kondensationsbeginn wieder; man sieht, da8 die pro 
Molekel beanspruchte Grundfliche bei mittelstindiger Methylierung 
stark erhéht ist. Die Kurve verliuft ungefihr gegensitzlich zu der 
muldenfirmigen Schmelzpunktkurve®, so daB sich die gleiche Deutung 
aufdringt, die wir bereits friiher* den Kollapswerten bei 20° gegeben 
haben: Diejenigen Glieder der Reihe, bei denen der seitenstandige 
Methylrest die geordnete Aneinanderlagerung der Molekiile am stirksten 
stort, haben die niedrigsten Schmelzpunkte und im Film den gréBten 
Flachenbedarf. 

Die untere Kurve, die den Kollapswerten entspricht, zeigt wie 
bei den Monomethyl-palmitinsaéuren Oszillation der Flichenwerte bei 
carboxylnaher Verzweigung. Auch hier treten bei Methylierung in 3 
oder 5 geringere Flachenwerte auf als bei Methylierung in 2, 4 oder 6. 
Die gemessenen Differenzen liegen weit auBerhalb der Fehlergrenzen 
(siehe Tab. 1). Mit dem Abwandern der Verzweigung nach der Mitte 
und dem carboxylfernen Ende der Kette verschwindet die Oszillation ; 
dies diirfte sich daraus erkliren, daB die Beweglichkeit der Fettsaure- 
kette in ihrem mittleren und carboxylfernen Teil gréBer als in ihrem 
carboxylnahen Teil ist, so da$ strukturelle Feinheiten durch Schwan- 
kungen der Molekel verwischt werden kénnen. Die Abnahme des Flichen- 
bedarfs pro Molekel bei endstandiger Methylierung findet sich ebenso 
wie bei Monomethyl-palmitinsaéuren auch bei den Monomethyl-stearin- 
siuren: 17-Methyl-stearinsiure, die ,,Iso-Saiure“, hat den geringsten 
Flachenbedarf der ganzen Reihe, — und auch den héchsten Schmelz- 
punkt! 

Bei der Beurteilung der beiden in Abb. 9 dargestellten Kurven ist 
zu beriicksichtigen, daB die Flichenwerte, welche die obere Kurve 
bilden, simtlich bei gleichgroBem Schub (0,1 Dyn/cm) gewonnen wurden. 
Dagegen entsprechen die Flichenwerte der unteren Kurve dem Zu- 
sammenbruch des Films, d. h. der bei den einzelnen Séuren verschie- 
denen Héchstbelastung in Dyn/cm, die den Kollaps herbeifiihrt. Daraus 
diirften sich zum Teil die voneinander abweichenden Formen der beiden 
Kurven erklaren, beronders auch die in der oberen Kurve nur eben 
angedeutete Oszillation von 2- bis 5-Methyl-stearinsiure, die in der 
unteren Kurve besser erkennbar ist 
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Die Schubmessung ergab bei Monomethyl-stearinsiuren ebenso wie 
bei Monomethyl-palmitinsiuren einen deutlich erniedrigten Flachen- 
bedarf bei der 3-Methyl-Saure im Vergleich zu den in 2 und 4 methy- 
lierten Isomeren. Die Reinheit der benutzten 3-Methyl-palmitin- und 
3-Methyl-stearinsiure war auf Grund der Analysen und der Derivate 
einwandfrei*® 11; um sicher zu gehen, stellten wir aber doch beide Séuren 
nochmals auf einem anderen Wege als friiher*'! beschrieben dar: Die 
Silbersalze von 2-Methyl-pentadecansiure bzw. von 2-Methyl-hepta- 
decansdure wurden mit Brom zu 2-Brom-pentadecan bzw. zu 2-Brom- 
heptadecan abgebaut und die Bromide mit Malonester zu 3-Methyl- 
palmitin- bzw. 3-Methyl-stearinsiure umgesetzt. Die erhaltenen analysen- 
reinen Sauren unterscheiden sich im Schmelzpunkt und in ihren sonstigen 
Eigenschaften nicht von den friiher auf andere Weise gewonnenen Pra- 
paraten und lieferten auch die gleichen F/A-Isothermen. Damit 
erscheint es ausgeschlossen, da die von ihren Nachhargliedern so deut- 
lich abweichende F/A-Isotherme der beiden in 3 methylierten Saéuren 
ein Zufallsbefund ist. 

Wegen des Vorkommens der 10-Methyl-stearinsiure in Tuberkel- 
bazillen ist die-Frage von Interesse, ob sich diese Saure in ihrem Film- 
verhalten in irgendeiner Form aus der Reihe der iibrigen Monomethyl- 
stearinsiuren heraushebt. Zur Klirung dieser Frage eignen sich die 
Kollapswerte nicht, denn diese sind bei sehr hohen Schubkraften, wie 
sie im Bazillus nicht vorkommen, gewonnen. AufschluBreich ist es aber, 
die Verhaltnisse zu Kondensationsbeginn, d.h. die obere Kurve in 
Abb. 9, zu betrachten. 10-Methyl-stearinsiure gehért dort zur Gruppe 
derjenigen Monomethyl-stearinséuren mit héchstem Flachenbedarf, oder 
anders ausgedriickt, bei denen die Methyl-Verzweigung die geordnete 
Packung der Fettsiureketten am stiirksten behindert. Hiermit stimmt 
der relativ niedrige Schmelzpunkt mittelstiindig methylierter Fett- 
siiuren iiberein. Unsere kiirzlich* gegebene Deutung fiir das Auftreten 
verzweigter Saéuren in Tuberkelbazillen la8t sich damit durch Film- 
Messungen stiitzen: Mittelstindig methylierte hohere Fettséuren bilden 
fliissige, elastische Filme, benétigen relativ hohe Querschnittsflachen, 
storen die Ausbildung von Kristallgittern und wirken dadurch gegeniiber 
den zahlreichen hohermolekularen unverzweigten, festen und starren 
Wachs-Fettsauren der siurefesten Bakterien besonders gut als ,, Weich- 
macher*“. 

Lassen sich aus unseren Spreitungsversuchen auch Hinweise fiir 
eine Deutung der tuberkulostatischen Wirkung verzweigter Fett- 
siuren gewinnen? Wie einleitend erwihnt wurde, konnten wir® zeigen, 
daB die antituberkuliren Effekte methylverzweigter Palmitin- und 
Stearinsduren in dem Sinne oszillieren, daB bei Substitution an ungerad- 
zahligen C-Atomen, besonders an 5, 7, 9 und 11, die Wirkung wesentlich 
héher als bei geradzahliger Methylierung ist. Die vorliegenden Film- 


11 G. Weitzel u. J. Wojahn, diese Z. 287, 65 [1951], V. Mitt. dieser Reihe. 
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messungen ergeben nun, wenigstens bei carboxylnaher Methylierung, 
ebenfalls Oszillation. Die damit gewonnene physikalisch-chemische 
Parallele zum biologischen Verhalten reicht aber nach unserer Ansicht 
noch nicht dazu aus, die beobachteten antituberkuliren Effekte ein- 
leuchtend zu erkliren, so daB wir obige Frage offen lassen miissen. 
Sicher scheint nur, daB die antituberkulare Wirkung methylverzweigter 
Fettsiuren (und ebenso der Alkohole) als Grenzflichenreaktion 
auf der bakteriellen AuBenschicht aufzufassen ist, nicht als Stérung 
interner Stoffwechselvorginge nach Art einer Verdrangungsreaktion 
wie etwa beim Wuchsstoff-Hemmstoff-Antagonismus. 


Theoretische Uberlegungen 
zum Film-Verhalten verzweigter Siuren* 


In einer friiheren Mitteilung!? iiber ,,Monomolekulare Filme der 
a-n-Alkyl-stearinsduren kiindigten wir an, da8 wir im AnschluB an 
unsere Spreitungsversuche mit methylierten Stearinséuren speziellere 
Fragen der Theorie verzweigter Carbonsaiurefilme behandeln wiirden. 
Nachdem wir nunmehr die Filme simtlicher Monomethyl-palmitin- und 
-stearinsiuren untersucht haben, la8t es sich bei den folgenden Er- 
orterungen nicht vermeiden, hiufig auch auf die an den «-n-Alkyl- 
stearinsiéuren!? gewonnenen Ergebnisse zuriickzugreifen. Denn es hat 
sich herausgestellt, daB die bei den homologen Alkylstearinsiuren 
zwischen benachbarten Gliedern auftretende Differenz von je einer 
CH?-Gruppe groéBere Unterschiede in den Film-Kigenschaften hervor- 
ruft, als dies in der Reihe der methylierten Palmitin- und Stearinsiuren 
der Fall ist, bei denen die einzelnen Glieder sich nicht durch die Zahl 
der Kohlenstoffatome, sondern nur durch die Stellung des seiten- 
stindigen Methylrestes unterscheiden. 

Es ist vermutet worden!*, da8 der gegeniiber einer normalen Saure 
hohere Flichenbedarf einer methyl-verzweigten Fettsiure beim Zu- 
sammenbruch nicht auf den zusitzlichen Raum bedarf der CH3-Gruppe 
zuriickzufiihren ist, sondern darauf, da der Film bereits kollabiert, 
wenn er sich noch im fliissigen Zustand befindet. Denn der Zusammen- 
bruch verzweigtkettiger Siuren soll in dem gleichen Bereich liegen, in 
dem die unverzweigten den fliissigen Zustand des Films durchlaufen, 
nimlich von 27—30 A?. Wenn diese Ansicht richtig ware, diirften bei 
verzweigtkettigen Verbindungen keine Zusammenhiange zwischen GroBe 
der Verzweigung und Flaichenbedarf beim Zusammenbruch auftreten, 
es miiBten verzweigtkettige Siuren prinzipiell im Bereich 27—30 A? 


* Herrn Dr. Ernst Graeser, Dozent fiir Mathematik an der Universitat 
Gottingen, danken wir fiir wertvolle Mitarbeit bei der theoretischen Auswertung 
und Deutung der MeBergebnisse. 

2 G. Weitzel, A.-M. Fretzdorff u. W. Savelsberg, diese Z. 285, 230 
[1950], IV. Mitt. dieser Reihe. 

8 St. Stallberg-Stenhagen u. E.Stenhagen, J. biol. Chemistry 148, 
685 [1943}. 
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kollabieren. Demgegeniiber konnten wir am Beispiel der «-n-Alkyl- 
stearinsiuren™ zeigen, daB bei fortlaufender VergréBerung der Seiten- 
kette von Methyl- auf Athyl-, Propyl-, Butyl- usw. der Flichenbedarf 
beim Zusammenbruch gesetzmaBig zunimmt und daB z. B. «-n-Propyl- 
stearinsdure bei 42,3 A?2, a«-n-Butyl-stearinsiure bei 50,7 A2, a-n-Amyl- 
stearinsaure bei 55,8 A? kollabieren. Das sind Flachenwerte, bei welchen 
die Filme geradkettiger Saiuren noch expandiert sind und diejenigen 
methyl-verzweigter Saéuren gerade eben zu kondensieren beginnen, 
aber noch weit vom Kollaps entfernt sind. 

Der Flaichenbedarf der «-Alkyl-stearinsiiuren nimmt bei Ver- 
langerung der Seitenkette zunichst regelmaBig in solcher Weise zu, 
daB von Methyl- bis Butyl- eine VergréSerung um 1 C-Atom einen 
Flachenzuwachs von rd. 8 A? pro Molekel bedingt, bei langerer Seiten- 
kette wird der Zuwachs pro C-Atom geringer, ab Octyl- bewirkt eine 
weitere Verlingerung der Seitenkette keinen Flachenzuwachs mehr. 
Dieser Sachverhalt laBt sich nicht erklaren, wenn man annimmt, daB 
die Molekiile im Film nur pendeln, aber keine Rotationsbewegungen 
ausfiihren, daB sie bei Beginn des Schubanstiegs noch schrag auf dem 
Wasser liegen, daB sie wihrend des Zusammenschiebens noch stark 
geneigt sind und da8 sie erst kurz vor dem Zusammenbruch oder auch 
dann noch nicht annihernd vertikal stehen. Wir sind vielmehr der An- 
sicht, daB sich unsere bei wachsender Seitenkette erhaltenen MeBergeb- 
nisse nur dann erklaren lassen, wenn man eine mehr oder weniger voll- 
standige Rotation bei weitgehend vertikaler Stellung der Haupt- 
kette, auch schon zu Kondensationsbeginn, annimmt. 

Die unter diesen Voraussetzungen am «-Alkyl-stearinséure-Modell 
ausgefiihrten Rechnungen stimmen mit den MeSergebnissen gut iiberein. 
Rechnet man zunichst mit einer geradlinig verlaufenden Seitenkette, 
dann miiBte sich eine Verlingerung des seitenstindigen Alkyls von 
z. B. Cy auf C, stairker auf die Zunahme des Flichenbedarfs auswirken 
als von C, auf C,, denn die Querschnittsfliche wichst mit dem Quadrat 
des Radius. Die Messungen zeigen aber, dai die Querschnittsflichen 
pro Molekiil in viel geringerer Weise zunehmen, d. h. der Radius wichst 
nicht linear, sondern schwicher. Daraus folgt, da8 der Seitenrest nicht 
in seitwarts geradkettig gestreckter Form vorliegen kann, sondern 
sich bei zunehmender Kohlenstoffzahl im kondensierten Film der Form 
der Hauptkette mehr und mehr anpaft. Dadurch bekommt die Seiten- 
kette eine gekriimmte Form und verliuft bei Kondensationsbeginn 
ab Cg, beim Kollaps ab C, parallel zur Hauptkette. Die zusammen- 
gepreBten Molekiile erlauben der Seitenkette beim Kollaps infolge des 
hohen Schubs ein geringeres Abweichen von der Hauptkette als zu 
Kondensationsbeginn ; daraus diirfte es sich erkliren, daB die Krimmung 
der Seitenkette beim Kollaps auf eine gréBere Zahl von C-Atomen (8) 
verteilt ist als bei Kondensationsbeginn (6) (siehe hierzu Abb. 11 in?2). 

Diese an «-Alkyl-stearinsiuren gewonnenen Vorstellungen, be- 
sonders die Annahme einer Rotation und nahezu vertikalen Stellung 
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der Molekeln im Film, dienen uns zur Deutung der bei Monomethyl- 
palmitin- und -stearinsiuren beobachteten Oszillation des Flichen- 
bedarfs bei carboxylnaher Verzweigung. Dabei rechnen wir nach 
Pauling" mit einem mittleren Atomradius des Kohlenstoffs von 0,77 A, 
d.h. mit einem C-C-Abstand von 1,54 A, nach Magat mit einem 
Wirkungsradius von 1,63 A und mit einem C-C-Winkel von 109° 27’. 
Auf Grund dieser Werte ist in Abb. 10 eine normale Palmitinséure in 
gestreckter Zickzack-Form gezeichnet, entsprechend der vertikalen 
Stellung im kondensierten Film. Die Carboxylgruppe (C-Atom 1) 
taucht in die Wasseroberflache ein. 

Bei geradkettigen héheren Fettsiuren betragt der Flichenbedarf 
beim Zusammenbruch, d.h. bei dichtester Packung im Film, etwa 19,5 A?. 
Der Quer-Durchmesser der Kette (siche Abb. 10) betrigt 4,2 A, ihr 
Radius 2,1 A. Berechnet man aber mit 2,1 A als Radius die Quer- 
schnittsfliche der senkrecht stehenden Fettsiure, dann ergibt sich der 
gegeniiber dem Experiment viel zu niedrige Flachenbedarf von 13,85 A. 
Dies diirfte darauf beruhen, da8 der Radius der Fettsaiure nicht gleich 
dem halben Durchmesser des Querschnittes der Kette ist. Wie 
aus Abb. 10 hervorgeht, liegt die Achse der zickzackférmigen Kette 
nicht in der Mitte des Zickzack-Verlaufs, sondern ist durch das im 
Wasser fixierte endstiindige Kohlenstoffatom, d.h. durch die Stellung 
der Carboxylgruppe, gegeben. Wenn man das beriicksichtigt, betrigt 
der Radius der in gestreckter Zickzack-Form befindlichen Fettsiure- 
kette 1,54 - sin 35° 16’ +1,63 A = 2,52 A. Unter der Annahme einer 
mehr oder weniger vollstiéndigen Rotation und annahernd vertikaler 
Stellung der Kette ergibt sich damit fiir den kleinstméglichen Flachen- 
bedarf einer unverzweigten Kette 2,52? - aA? = 19,95 A2. Dieser 
Wert stimmt gut iiberein mit den von verschiedenen Autoren und 
auch von uns experimentell ermittelten Werten von 19,5—20,5 A?. 

In Abb. 10 sind die Sauerstoffatome der Carboxylgruppe mit einem 
Wirkungsradius von 1,36 A gezeichnet, der Hydroxyl-Wasserstoff be- 
sitzt den Wirkungsradius 0,50 A, wie er der Wasserstoff-Briickenbindung 
entspricht (s. hierzu Briegleb)'*. Der Radius der COOH-Gruppe 
betragt damit 2,43 A, d.h. etwas weniger als derjenige, der oben fiir 
die senkrecht stehende, unverzweigte Kette mit 2,52 A berechnet 
wurde. Daraus folgt, daB bei Rotation der aufgerichteten Fettsiure- 
molekeln nicht die hydrophile Kopfgruppe, sondern die Paraffinkette 
den Flachenbedarf bestimmt. 

Alle diese Vorstellungen gelten fiir Rotation der Fettsiuremolekeln 
im Film, dagegen nicht fiir den kristallinen Zustand, in welchem Rotation 
nicht anzunehmen ist. In diesem Falle, das heiBt, wenn bei nicht 
rotierender Molekel die durch die ungeradzahligen C-Atome gelegte 


4 L. Pauling, The Nature of the Chemical Bond. New York 1948, Cornell 
University Press. 

15 M. Magat, Z. physik. Chem., Abt. B. 16, 1 [1932]. 

16 G. Briegleb, Fortschr. chem. Forsch. 1, 665 [1950]. 
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Abb. 14 Abb. 15 Abb. 16 Abb. 17 


Abb. 10. n-Palmitinséure. — Abb. 11. 2-Methyl-palmitinsiure. 1. Grenzfall: vél- 
lige Einhaltung des C-C-Winkels. — Abb. 12. 3-Methyl-palmitinséure. 1. Grenz- 
fall: véllige Einhaltung des C-C-Winkels. — Abb. 13. 2-Methyl-palmitinsaure. 
2. Grenzfall: Hauptkette deformiert, Zickzack-Form gewahrt. — Abb. 14. 2-Me- 
thyl-palmitinséure. 2. Grenzfall: Hauptkette deformiert, Zickzack-Form klappt 
um. — Abb. 15. 3-Methyl-palmitinsiure. 2. Grenzfall: Hauptkette deformiert, 
Zickzack-Form gewahrt. — Abb. 16. 3-Methyl-palmitinsiure. 2. Grenzfall: Haupt- 
kette deformiert, Zickzack-Form klappt um. — Abb. 17. «-n-Octyl-stearinsiure 
unmittelbar vor dem Kollaps. 


Gerade ihre Bedeutung als Rotationsachse verliert, sind lediglich die 
Querschnittsflichen der Kohlenwasserstoff-Kette und der Carboxy]l- 
gruppe miteinander zu vergleichen. Hierbei betragt der Durchmesser 
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der Kohlenwasserstoff-Kette 4,2 A, derjenige der COOH-Gruppe aber 
4,86 A, wobei die geringfiigige Unsymmetrie der COOH-Gruppe bereits 
beriicksichtigt ist. Im kristallinen Zustand bestimmt also die Carboxyl- 
Gruppe die Querschnittsfliche der Molekel. Rechnet man dem- 
entsprechend die als kreisférmig angenommene Grundflache der Fett- 
siuremolekel mit dem Radius der COOH-Gruppe (2,43 A) aus, dann 
erhalt man als Flachenbedarf 18,5 A?. Dies entspricht aber recht genau 
dem réntgenographisch am Fettsaurekristall gemessenen Flachenwert 
pro Molekel, den Miller?!” mit 18,3 A2 angibt. 

Schon aus alteren Messungen von Langmuir und Adam und ihren 
Mitarbeitern (siehe 18) geht hervor, da8 der minimale Flichenbedarf 
normaler Fettsiuren im Film stets noch um etwa 10% héher liegt als 
derjenige der gleichen Verbindungen im Kristall. Zur Erklarung dieser 
Differenz nahm man bisher an, daB die gréBere Querschnittsflache im 
Film bedingt sein kénnte durch Wassermolekeln, welche zwischen den 
Ketten sitzen, oder durch eine bestimmte Neigung der Ketten im Film 
gegen die Vertikale Beide Erklirungsversuche befriedigten nicht, 
s. hierzu Alexander!®, der sich besonders gegen die angenommene 
Neigung der Ketten im kondensierten Film ausspricht. Unsere oben 
angefiihrte Deutung der Flachendifferenz beruht letztlich auf der 
experimentell begriindeten Annahme, da die Fettsiuremolekeln im 
Film rotieren, im Kristall aber nicht. Sie wird gestiitzt durch die rént- 
genographische Beobachtung Miillers*°, daB bei langkettigen Kohlen- 
wasserstoffen, deren Flachenbedarf im Kristall 18,5 A? betragt, bei 
Erhoéhung der Temperatur bis dicht unter den Schmelzpunkt, d. h. 
bei beginnender Rotation, der Flaichenbedarf auf 19,5 A? ansteigt. 

Schreibt man den Molekeln im kondensierten Film kreisférmige 
Grundflachen zu, dann wird sich unter dem EinfluB des Schubs eine 
moglichst dichte Bedeckung der Oberfliche ausbilden, d. h. jede einzelne 
Kreisscheibe ist von 6 gleichgroBen, einander beriihrenden Kreisen 
umgeben. Dabei bleiben kleine Kreisbogen-Dreiecke leer, so da’ der 
wirkliche Radius der Molekel-Grundfliche, wenn er dem gemessenen 
Flichenbedarf gerecht werden soll, etwas kleiner anzusetzen ist. Die 
Rechnung zeigt aber, daB eine dementsprechende Radius-Korrektur 
der Querschnittsfliche sich erst in der 2. Dezimale auswirkt. Die am 
Trogrand einmalig auftretenden gréBeren Flichenliicken fallen fiir die 
Gesamtfliche nicht ins Gewicht. 

Wendet man diese Uberlegungen auf verzweigtkettige Sauren, 
insbesondere auf analoge Reihen mit durchwandernder Methylgruppe 
an, so ergibt sich, daB es fiir den Flichenbedarf der Einzelmolekel im 
kondensierten Film nicht gleichgiiltig ist, ob die Verzweigung sich 
an einem gerad- oder ungeradzahligen Kohlenstoffatom 


17 A. Miil ler, Proc. Roy. Soc. [London], Ser. A 114, 542 [1927]. 

18 N. K. Adam, The Physics and Chemistry of Surfaces, 3. Auf]. Oxford 1941. 
19 A. E. Alexander, Proc. Roy. Soc. [London], Ser. A 179, 486 [1942]. 
20 A. Miller, Proc. Roy. Soc. (London], Ser. A 188, 514 [1932]. 
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der Kette befindet. Denn bei Bezeichnung des Carboxyl-Kohlenstoffs 
als Nr. 1 léuft die Achse der Kette durch die ungeradzahligen C- 
Atome. Wenn daher die C-Atome 3, 5, 7, 9 usw. Seitenreste tragen, 
so sind diese der Drehachse niher als Seitenreste an geradzahligen 
C-Atomen. Dieses Verhalten ist schematisch fiir eine am C-Atom 2 
und eine am C-Atom 3 methylierte Saiure in den Abbildungen 11 und 12 
dargestellt. 

Rechnet man zuniachst, den Abb. 11 und 12 entsprechend, mit 
volliger JEinhaltung des C-C-Winkels von 109° 27’, dann erhalt man 
fiir die an 3, 5, 7 usw. methylierten Saiuren jeweils geringere Flachen- 
werte als fiir die an 2, 4, 6, 8 usw. substituierten Formen. Die im Experi- 
meat beobachtete Oszillation l4Bt sich somit in gleichsinniger Weise 
aus theoretischen Uberlegungen ableiten. Es ist aber, wie oben erwahnt, 
zu beriicksichtigen, daB ein unter Schub stehender monomolekularer 
Film nur mit seinen Kopfgruppen in der Grenzfliche fixiert ist, wahrend 
die der Oberfliche abgekehrten Enden der Molekiile freier beweglich 
sind (Vergleich mit einem Ahrenfeld!). Infolgedessen ist die lange Kette 
im kondensierten Film nur in ihrem carboxylnahen Teil an eine starre 
Form gebunden, in ihrem carboxylfernen Teil diirfte die Rotations- 
achse nicht mehr genau durch die ungeradzahligen C-Atome gebildet 
werden, so daB sick dann die oben skizzierten Unterschiede zwischen 
gecad- und ungeradzahligen C-Atomen mehr und mehr verwischen. 
Dazaus folgt aber, daB mit wachsender Entfernung der Methyl-Ver- 
zw>igung vom Carboxyl die Oszillation im Flachenbedarf verstreicht, 
ein? Folgerung, die durch unsere Messungen sowohl bei Monomathyl- 
pal nitinsiéuren als auch bei -stearinsiuren bestitigt wird. Dabei verliuft 
die Abnahme in den alternierenden Differenzen der Fiichenwerte 
offenbar nicht linear, sondern klingt ab nach Art einer Exponential- 
funktion. 

Kine auf Grund der Abb. 11 und 12 ausgefiihrte Rechnung ergibt 
fiir 2-Methyl-palmitinsiure einen minimalen Flichenbedarf von 52,04 A2, 
fiir 3-Methyl-palmitinsiure 31,57 A2. Die experimentell gefundenen 
Werte sind geringer und die Differenzen zwischen den Kollapswerten 
von 2-, 3- und 4-Methyl-palmitinsiure liegen je nach der Temperatur 
zwiszhen 1,5 und 2,5 A, so daB also die rechnerisch ermittelten Aus- 
scalage der Oszillation sehr viel héher liegen als die im Experiment 
gefundenen. Das kann damit zusammenhingen, daf die in den Abb. 11 
uni 12 und den darauf beruhenden Rechnungen angenomm32nen Voraus- 
setzung2n, nimlich die vollstindige Rotation bei vertikaler Stellung 
und die genaue Einhaltung des C-C-Winkels von 103° 27’, in Wirklich- 
keit nicht voll erfillt sind. 

Nimmt man an, da8 der C-C-Winkel an der Verzweigungasstelle 
vollkommen eingehalten wird, so wiirde dies dem einen Grenzfall ent- 
sprechen, der in den Abb. 11 und 12 dargestellt ist. Die Ubereinstimm ing 
mit den gemessenen Fiachenwerten pro Molekel erhilt man dann 
durch ‘Annahme einer nicht vollstandigen Rotation. Wie die R>ch- 





mee TS I . 











ae . een tte sk Ue hv CUB 


&. we bee 





Sereiatione 














Bd. 288 (1951) Biochemie verzweigter Carbonsduren. X 213 


nung ergibt, miBte dann z. B. 2-Methyl-palmitinsiure nur 50%, 
3-Methyl-palmitinsiure nur 80% der ihr auf Grund ihres Radius zu- 
stehenden Kreisfliche in Anspruch nehmen. Das wiirde bedeuten, daB 
die Molekeln im kondensierten Film im Durchschnitt nicht voll rotieren 
und da8 sich ihre Querschnittsflichen iiberschneiden. Diese Vorstellung 
ist wenig befriedigend, denn wenn die Molekeln mit ihren Verzwei- 
gungen nur Teilkreise tiberstreichen, miiBten sie sich dauernd mit den 
benachbarten Molekeln stéren, oder man muB die unwahrscheinliche 
Annahme machen, da8 simtliche Molekeln im Film von vornherein ihre 
Seitenkette in die gleiche Richtung einstellen. 

Der andere Grenzfall verlangt bei vollstaéndiger Rotation eine 
Anderung des C-C-Winkels an der Verzweigungsstelle. Diese An- 
nahme findet ihre Stiitze in der Tatsache, daB beim Zusammenschieben 
der kondensierte Film enormen Drucken unterworfen wird. Z. B. steht 
der Film der 2-Methyl-palmitinséure kurz vor dem Kollaps unter einem 
Druck von 125 Atmosphiren, fiir 3-Methyl-palmitinséiure errechnen 
sich 146 at. Unter der Voraussetzung, da8 in der Gegend des tertiiiren 
Kohlenstoffatoms die Zickzack-Form der Hauptkette deformiert ist, 
sind in den Abb. 13 und 14 zwei Méglichkeiten fiir 2-Methyl-Substitution 
schematisch dargestellt; rechnerisch stimmen sie mit den 
experimentellen Ergebnissen bei 10° iiberein. 

Ebenso sind in den Abb. 15 und 16 die Méglichkeiten der Deforma- 
tion fiir 3-Methyl-Substitution aufgezeichnet. Die in den Abb. 13 und 15 
dargestellten Molekel-Modelle diirften die wahrscheinlicheren sein, da 
bei ihnen die Zickzack-Form der Hauptkette an der Verzweigungsstelle 
besser gewahrt ist. Die weniger wahrscheinliche Art der Deformation, 
wie sie fiir 2-Methyl-palmitinsaéure in Abb. 14 und fiir 3-Methyl-palmitin- 
siure in Abb. 16 dargestellt ist, verlangt bemerkenswerterweise auch, 
daB die Zickzackform der Hauptkette umklappt. 

Auch fiir 2-Alkyl-stearinsiuren mit langerer Seitenkette kann man 
aus den gemessenen Werten! ableiten, da8 an der Verzweigungsstelle 
die Zickzack-Form der Hauptkette nicht unversehrt bleibt, da8 aber 
die Abweichungen vom C-C-Winkel von 109° 27’ dadurch gemildert 
werden, daB sie in der Haupt- und Seitenkette auftreten. Den MeB- 
ergebnissen entsprechend (Kollapswerte bei 20°), ist in Abb. 17 als 
Beispiel fiir eine lingere «-stindige Seitenkette die Struktur der «-n- 
Octyl-stearinsiure im kondensierten Film schematisch dargestellt. 

Man kann z. Zt. nicht sagen, welcher der beiden obengenannten 
Grenzfaille — nicht voll ausgebildete Rotation bei vélliger Erhaltung 
des C-C-Winkels oder vollstindige Rotation bei Deformation des C-C- 
Winkels — den wirklichen Verhialtnissen naherkommt. Wir neigen dazu, 
den letzteren Fall als wahrscheinlicher anzusehen. Denn auch die 
speziellen Vorginge zu Beginn der Kondensation, wenn der Schub 
gerade eben me8bar wird, lassen sich besser verstehen, wenn man voll- 
stiindige Rotation annimmt. Beispielsweise geht aus den Filmmessungen 
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an methylierten Palmitin- und Stearinsiuren hervor, da8 in den Flachen- 
werten schon zu Kondensationsbeginn eine Oszillation bei carboxyl- 
naher Verzweigung auftritt, besonders deutlich bei 30°, weniger deutlich 
bei 20 und 10°. Diese Erscheinung 1é8t sich nur unter der Voraussetzung 
verstehen, daB bereits bei Kondensationsbeginn die Fettsaiuremolekiile 
weitgehend aufgerichtet sind und im Film rotieren. Aus einer Betrach- 
tung der Atommodelle methylverzweigter Sauren geht tibrigens hervor, 
daB die Anwesenheit der beiden optisch aktiven Formen an den hier 
dargelegten Vorstellungen iiber das Verhalten im monomolekularen 
Film nichts andert. 

Wie bereits mehrfach erwahnt, ergibt sich aus den Schmelz- 
punkt-Kurven der einfach methylierten Palmitin- und Stearinsiuren, 
daB der Aufbau des Kristallgitters am stiirksten durch mittelstandige 
Methy]-Substitution gestért wird. Das Entsprechende gilt fir den 
Aufbau monomolekularer Filme dieser Sauren. Besonders deutlich 
tritt dies zutage beim Kondensationsbeginn der Monomethy]l-stearin- 
siuren, siehe Abb. 9, obere Kurve. Der Flaichenbedarf erreicht hier die 
héchsten Werte, wenn die Methyl-Verzweigung an den mittleren C- 
Atomen der Kette sitzt. Aber auch bei carboxylferner Verzweigung 
zeigen sich Parallelen zur Schmelzpunkt-Kurve: Iso- und Anteiso- 
Sauren, die innerhalb einer analogen Reihe besonders hohe Schmelz- 
punkte haben, zeigen im Film die relativ geringsten Flichenwerte. 
Diese Beobachtungen lassen sich zwanglos damit erklaren, daB die Fett- 
sdurekette im Film an ihrem carboxylfernen Ende nicht fixiert ist und 
damit den durch eine Methyl-Verzweigung hervorgrufenene erhéhten 
Raumbedarf leichter kompensieren kann. Ist die Fettsiure dagegen in 
ihrem mittleren Teil methyl-substituiert, dann diirfte bei Rotation eine 
leichte Kriimmung der Gesamtkette und damit eine erhdhte Quer- 
schnittsfliche im Film die Folge sein. Denn eine langkettige Fettsiure 
reagiert unter den Bedingungen des nicht expandierten Films in ihrem 
mittleren Teil am leichtesten auf die Einwirkung der Zentrifugalkraft. 

Bei geradkettigen Saiuren ist der zum Zusammenbruch des Films 
erforderliche Schub stark von der Kettenlainge abhangig, z. B. steigen 
die Dynwerte beim Kollaps von -Myristin- nach n-Palmitin- und 
n-Stearinséure betrachtlich an. Bei Verlingerung der Seitenkette 
von C, bis C,, sinken dagegen die Dynwerte mit zunehmender Kohlen- 
stoffzahl in Form einer Exponentialkurve, die bereits friiher graphisch 
dargestellt wurde, siehe Abb. 12 in 7%. Die rechnerische Auswertung 
dieser Kurve ergibt das Gesetz: 


wobei mit e iiblicherweise die Basis’ des natiirlichen Logarithmus, mit 
n die Zahl der C-Atome der Seitenkette bezeichnet ist. Bei Monomethyl- 
palmitin- und -stearinséiuren ergeben die Dynwerte beim Kollaps keine 
einfache Kurve, auch hier pragt sich die schon bei den Flachenwerten 
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beobachtete Erscheinung aus, daB die zwischen benachbarten Gliedern 
auftretenden Unterschiede in einer analogen Reihe weniger deutlich 
als in einer homologen sind. 


Den Herren Arndt und Dietrich Eberhagen danken wir fiir unermiidliche 
Mitarbeit bei der rechnerischen Auswertung der Einzelmessungen. 


Zusammenfassung 


Samtliche Monomethyl-stearinsiuren wurden auf Wasser ge- 
spreitet und die F/A-Isothermen bei 10° aufgenommen. 

Wie bei den vorangehend untersuchten Monomethyl-palmitin- 
siuren ergab sich auch hier, daB bei carboxylnaher Stellung der Ver- 
zweigung die Flachenwerte pro Einzelmolekel oszillieren, daB bei mittel- 
stindiger Substitution, besonders zu Kondensationsbeginn, die 
héchsten Flachenwerte innerhalb der ganzen Reihe auftreten und daB 
die endstiindig methylierte ,,Isosiure“ die geringste Querschnittsfliche 
pro Molekel bendtigt. 

Auf Grund der an «-n-Alkyl-stearinsiuren, Monomethy!-palmitin- 
und -stearinsiuren erhaltenen experimentellen Befunde wird die Theorie 
verzweigter Carbonséure-Filme behandelt und durch Rechnung gezeigt, 
da die MeBergebnisse fiir vertikale Stellung und fiir Rotation der 
Molekeln im kondensierten Film sprechen. 

Sowohl die Berechnung des geringst-méglichen Flachenbedarfs 
normaler Fettsiuren im Film als auch strukturelle Uberlegungen am 
Molekel-Modell weisen darauf hin, daB die Rotationsachse durch die 
ungeradzahligen C-Atome der Kette gebildet wird, so daB bei Sub- 
stitution an den C-Atomen 2 und 4 der Radius der Molekel- Querschnitts- 
flache gréBer als bei Substitution an 3 und 5 ist. Damit laBt sich die 
experimentell gefundene Oszillation des Flichenbedarfs bei carboxy]l- 
naher Methylierung auch aus theoretischen Erwigungen ableiten. 
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Zur Kenntnis der Ganglioside 
Von 
E. Klenk 
(Mit Unterstiitzung von Fri. E. Schumann) 
Aus dem Physiologisch-chemischen Institut der Universitit K6ln 


(Der Schriftleitung zugegangen am 12. Juli 1951) 


In einer kurzen Mitteilung berichteten Blix und Mitarbb.! vor 
einiger Zeit iiber die Auffindung von Chondrosamin unter den Spalt- 
produkten der Gehirnganglioside. Damit hat sich eine von Blix? schon 
im Jahre 1938 ausgesprochene Vermutung iiber das Vorkommen von 
Hexosamin in dieser Gruppe von zuckerhaltigen Lipoiden bestatigt. 

Die schwedischen Forscher nehmen an, da in den Gangliosiden, 
ebenso wie im Submaxillaris-Mucin eine disaccharidartige Substanz 
vorkommt, die aus Acetyl-chondrosamin und einer Polyoxysaure mit 
6 Kohlenstoffatomen (keine Hexuronsiure) zusammengesetzt ist, und 
daB die von mir® aus den Gangliosiden in Form ihrer stabilen Methoxyl- 
verbindung gewonnene Neuraminsdéure wahrscheinlich ein aus dem 
nativen Disaccharid bei der Darstellung entstandenes Zersetzungs- 
produkt ist. Sie sprechen die Vermutung aus, da8 die Zersetzung beim 
Erhitzen des Rohproduktes mit Baryt erfolgt sein diirfte. Diese Be- 
handlung war notwendig, da gewisse phosphorhaltige Verunreinigungen 
auf andere Weise nicht entfernt werden konnten. 

Als Ausgangsprodukt fiir die Darstellung der Neuraminsaure diente 
seinerzeit eine phosphorhaltige noch ziemlich unreine Gangliosidfraktion. 
Da inzwischen* eine Methode zur Darstellung reinerer Ganglioside aus- 
gearbeitet wurde, schien es méglich, aus diesem phosphorfreien Material 
die Neuraminsaiure bzw. ihre stabile Methoxylverbindung (Methy]l- 
glykosid ?) auch ohne vorhergehende Barytbehandlung zu gewinnen. 
In der Tat war die so erhaltene Substanz mit dem friiheren, der Baryt- 
behandlung unterworfenen Produkt identisch. Es liegt deshalb kein 
Grund vor, daran zu zweifeln, daB die Neuraminsaure ein ,,nativer* 
Baustein der Ganglioside ist. 

Schon damals ergaben sich keine Anhaltspunkte fiir das Auftreten 
von Hexosamin bei der hydrolytischen Spaltung der Neuraminsaure. 
Es schien mir alles dafiir zu sprechen, daf die Neuraminsaure fiir die 
Farbreaktionen, aus welchen Blix zunachst das Vorhandensein von 
Hexosamin geschlossen hat, verantwortlich zu machen ist. Wie sich 
jetzt herausstellte, besteht diese Annahme nicht zu Recht. Obgleich 
die Neuraminsaure die fiir Acetyl-hexosamin charakteristische Farb- 
reaktion mit dem Ehrlichschen Aldehydreagens gibt, ist diese Reaktion, 


1 G. Blix, L. Svennerholm u. I. Werner, Acta chim. Skand. 4, 717 [1950]. 
2 G. Blix, Skand. Arch. Physiol. 80, 46 [1938]. 

3 E. Klenk, diese Z. 268, 50 [1941]; siehe auch diese Z. 273, 77 Anm. * [1942]. 
4 E. Klenk, diese Z. 273, 76 [1942]. 
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nach vorangegangener hydrolytischer Spaltung mit Salzsiure unter den 
fiir den Nachweis und die Bestimmung des Hexosamins in den Ganglio- 
siden gegebenen Bedingungen, vdllig negativ. Spaltet man die Ganglio- 
side mit methanolischer Salzsiure, wobei die Neuraminsaure erhalten 
bleibt, so findet sich ein Teil des Hexosamins in der nach der Abtrennung 
der Neuraminséure in Form der Methylglykoside anfallenden Zucker- 
fraktion. 

Die Neuraminséure kann demnach nicht als hexosaminhaltiges 
Spaltstiick der Ganglioside aufgefaBt werden. Es ergibt sich vielmehr, 
daB in den letzteren neben der Neuraminsadure auch Hexosamin, das in 
Bestatigung der Befunde von Blix und Mitarbb.! sowie von Brante® 
durch Papierchromatographie mit Chondrosamin identifiziert wurde, 
‘zusammen mit den einfachen Zuckern (Galaktose und Glucose) als Bau- 
stein vorkommt. 

Schon wiederholt* ® wurde auf die betrichtliche Abweichung im 
Stickstoffgehalt der aus Gehirn gewonnenen Gangliosidpriparate gegen- 
iiber dem nach der versuchsweise aufgestellten Formel berechneten Wert 
hingewiesen. Bei einem Gesamtzuckergehalt von etwa 40° und einem 
Hexosamingehalt von etwa 7°, ergibt sich in den Gehirngangliosiden 
ein ungefahres Verhaltnis von Neutralzucker: Hexosamin = 5: 1. 
Unter Beibehaltung der angenommenen Formel wiirde dann etwa in 
jedem zweiten Gangliosidmolekiil einer der drei Zuckerreste durch einen 
Hexosaminrest zu ersetzen sein. Damit steht auch die elementare Zusam- 
mensetzung der Praparate, einschlieBlich des Stickstoffgehalts, in gutem 
Einklang. Andererseits ist mit Riicksicht auf die Zusammensetzung des 
Zuckergemisches aus verschiedenen, nicht in einem einfachen molaren 
Verhaltnis zueinander stehenden Komponenten noch in Betracht zu 
ziehen, daB der den Gangliosiden zugrunde liegende Kohlenhydrat- 
komplex ein héhermolekulares Polysaccharid ist, in welchem auf je 
drei Zuckerreste ein Neuraminsaurerest kommt. 


Beschreibung der Versuche 


Neue Darstellungsmethode fiir Neuraminsaure 


Nach der Spaltung der Ganglioside mit methanolischer Salzséure wird die 
Neuraminsaure in der tiblichen Weise? als Bariumsalz abgetrennt. Die Menge 
des gewonnenen Bariumsalzes betraigt etwa 25°/, des gespaltenen Gangliosids. 

0,0912 (0,0647) mg Sbst.: d= 5cm, E = 0,821 (0,600), entspr. 46 (32) 
Neuraminsaure, gef.: Neuraminsaure 50 (49)9/,. 

Man lést 1 g des Salzes in 10 ccm Wasser, entfernt die Bariumionen durch 
Fallung mit Schwefelsiure unter Vermeidung eines Uberschusses der Séure még- 
lichst vollstindig, entfernt anschlieBend die noch vorhandene geringe Menge 
Chlorionen mit einer heiB gesattigten Silbersulfatlésung, die Silberionen mit 
Schwefelwasserstoff und die iiberschiissige Schwefelséure schlieBlich méglichst 
quantitativ mit Bariumhydroxyd, wobei die Niederschlage jeweils iiber Kieselgur 
abgesaugt werden. Da man zumeist nach dem Einengen und Entfarben der Liésung 


5 G. Brante, Ups. Lakaref. Férh. 58, 301 [1948]. 
6 E. Klenk, Ber. dtsch. chem. Ges. 75, 1632 [1942]; siehe auch E. Klenk 
u. F. Rennkamp, diese Z. 278, 253 [1942]. 
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mit Tierkohle, durch Fallung mit Alkohol eine etwas aschehaltige Substanz er- 
halt, wird die mit Tierkohle véllig entfarbte Lésung durch eine kleine, mit Salz- 
siure und Wasser gut ausgewaschene Siule von Lewatit C (Kationenaustauscher) 
gegossen und so lange nachgewaschen, bis 0,1 com des Waschwassers keine Neur- 
aminsaurereaktion mehr ergibt. Aus der im Vakuum iiber Schwefelsdure bis auf 
ein Volumen von 0,5 ccm im gefrorenen Zustand eingeengten Lésung fallt jetzt 
auf Zusatz von 8 ccm Alkohol die véllig aschefreie Substanz (0,21 g) aus. 

Durch Verwendung der Lewatitkolonne eriibrigt sich die etwas umstandliche 
quantitative Entfernung der Bariumionen mit Schwefelsiure unter Vermeidung 
jedes Uberschusses von Saure. Kleine Mengen Bariumionen werden beim Durch- 
gieBen der Lésung durch die Kolonne mitentfernt. Jedoch muB die Lésung villig 
frei von iiberschiissiger Schwefelsaiure sein. 

16,727 mg Sbst. (bei 50° im Hochvakuum iiber P,O, getrocknet): 2,250 mg 
Gewichtsverlust — 7,785 mg der bei 50° getrockneten Sbst. (bei 110° im Hoch- 
vakuum iiber P,O; getrocknet): 0,080 mg Gewichtsverlust — 6,702 mg Sbst.: 
2,112 ccm n/100-HCIl. 

C,,H,,0,N (311,24). Ber. N 4,50. Gef. N 4,41. 

Spez. Drehung: 8,872 mg Sbst. zu 0,5215¢g in Wasser gelést, c = 1,700, 

Drehung im 1dm Rohr = — 0,935° ; 


[«}> = — 55,0°. 
Fiir die nach der alten Methode dargestellten Substanz wurde friiher gefunden: 
[x]p = — 54,91°. 


Neuraminsaure- Bestimmung’: 38,2 (19,1) y Sbst.: d = 5 em, E = 0,857 
(0,480). Die vorliegenden E-Werte sind um etwa 20°/, héher als die von Klenk 
und Langerbeins angegebenen Werte, stimmen jedoch mit denjenigen von 
Klenk® iiberein. 


Hexosaminbestimmungen 

a) Ganglioside. Etwa 5mg Gangliosid werden mit 0,5 com 2-n.Salzsaiure 
im zugeschmolzenen Réhrchen 14 Stdn. im siedenden Wasserbad erhitzt. Man 
filtriert durch ein kleines Filter, wischt mit Wasser aus, neutralisiert mit 2-n. 
Natronlauge und fiillt auf 10 ccm auf. Mit 2 cem der Lésung wird die Hexosamin- 
bestimmung nach Blix® ausgefiihrt. Faktorbestimmung mit Glucosaminchlor- 
hydrat. 

Zur Untersuchung kamen die friiher dargestellten reinen Gangliosidpraparate 
aus Normalgehirn «4 und aus Tay-Sachs-Gehirn §°, auBerdem 2 aus Normalgehirn 
gewonnene Praparate (y, 8) mit einem etwas zu niedrigen Zuckergehalt. 

«) 0,896 (0,896) mg Sbst.: d=3cm, E = 0,392 (0,412), entspr. 0,0733 
(0,0700) mg Hexosaminchlorhydrat; 

B) 0,912 (0,912) mg Sbst.: d=3cm, E = 0,420 (0,431), entspr. 0,0785 
(0,0806) mg Hexosaminchlorhydrat; 

y) 1,182 (1,182) mg Sbst.: d=3cm, E = 0,499 (0,500), entspr. 0,0934 
(0,0935) mg Hexosaminchlorhydrat; 

2) 3,150 (4,581) mg Sbst.: d=l1cm, E = 0,450 (0,662), entspr. 0,265 
(0,360) mg Hexosaminchlorhydrat; 

Hexosaminchlorhydrat gef.: x) 8,18 (8,58)°/,, 8) 8,60 (8,81)°/o, v) 7,87 (7,90)/o, 
@) 8,41 (7,86) . 

b) Neuraminsaure. 4,5 mg Substanz wurden wie oben mit 0,5 ccm 2-n. 
Salzsaiure erhitzt, jedoch brachte man das Volumen nur auf 2 cem (1 ccm Wasch- 
wasser, 0,5 ccm 2-n.Natronlauge) und nahm die gesamte Lésung zur Hexosamin- 
bestimmung. Wahrend auch bei Anwesenheit von sehr kleinen Mengen Hexosamin 
(0,02—0,03 mg Glucosaminchlorhydrat) sofort Rotfarbung auftritt, blieb hier die 


7 Nach E. Klenk u. H. Langerbeins, diese Z. 270, 185 [1941]. 
8 G. Blix, Acta Chim. Skand. 2, 467 [1948]. 
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Farbung aus. Erst nach mehrstiindigem Stehenlassen machte sich eine ganz 
schwache Andeutung einer Rotfirbung bemerkbar. 

c) Methylglukosidfraktion. Zur Untersuchung kam die bei der Spaltung 
der Ganglioside mit methanolischer Salzsiure nach der Abtrennung der Neuramin- 
siure in Form der Methylglykoside in einer Menge von 26,3°/, angefallene Zucker- 
fraktion®. 

2,506 (2,201) mg Sbst.: d = 1 cm, E = 0,495 (0,379), entspr. 0,285 (0,230) mg 
Hexosaminchlorhydrat. 

Hexosaminchlorhydrat gef.: 11,4 (10,4)/ . 

Der Versuch zeigt, da das bei der Spaltung mit methanolischer Salzsiure 
anfallende Zuckergemisch etwa den 3. Teil des im Gangliosid insgesamt vor- 
handenen Hexosamins enthilt. 


Papierchromatographische Untersuchung des Hexosamins (ausgefiihrt 
von K, Lauenstein) 

0,25 g eines noch unreinen Gangliosidpraparates wurden zur Spaltung mit 
5cem 10-proz. Salzsiure 1/, Stde. im siedenden Wasserbad erhitzt. Nach Fil- 
tration durch ein gehartetes Filter und Nachwaschen mit 1-proz. Salzsiure engte 
man die Lésung auf ein Volumen von 1,5 ccm ein, gab noch 1 com konz. Salzsaure 
zu und erhitzte zur Zerstérung der Neutralzucker 15 Stdn. im zugeschmolzenen 
Rohr auf 105° im Bombenofen. Die Salzsiure wurde durch wiederholtes Abdampfen 
im Vakuum und Wiederaufnahme des Riickstands in 1—2 ccm Wasser verjagt. 
Nach Filtration der unléslichen Huminsubstanzen und Entfairbung mit Tierkohle 
wurde die Lésung noch wiederholt im Vakuum iiber Schwefelsiure in einem eine 
Schale mit Atznatron enthaltenden Exsiccator zur Trockne gebracht und jeweils 
der Riickstand in wenig Wasser wieder aufgenommen. Da der Ansatz etwa 15 bis 
20 mg Hexosaminchlorhydrat enthielt, wurde der Riickstand schlieBlich wieder 
in 1,5 cem Wasser geldst und die jetzt etwa 1-proz. Lésung von Hexosaminchlor- 
hydrat fiir die papierchromatographische Untersuchung verwendet. 

Chromatogramm: Papier Schleicher u. Schiill Nr. 602 h: P. Farbung nach 
Elson und Morgan®, Butanol-Hisessig (4:1). Laufzeit 144 Stdn (siehe Abb. 1). 
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Abb. 1. Papierchromatogramm der Aminozucker. 


1-proz. Chondrosaminchlorhydratlésung (1), 

1-proz. Glucosaminchlorhydratlésung (2), 

Lésung enthaltend 1°/, Chondrosaminchlorhydrat und 1°/, Glucosaminchlor- 
hydrat (3), 

etwa 1-proz. Hexosaminchlorhydratlésung aus Gangliosid (4). 


® Vgl. 8. M. Partridge, Nature [London] 158, 270 [1946]; Biochem. J. 42, 
238 [1948]. 
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Zusammenfassung 


Der Befund von Blix und Mitarbb. iiber das Vorkommen von 
Chondrosamin in den Gangliosiden wird bestitigt. 

Neuraminséure kann in Form ihrer stabilen Methoxylverbindung 
(Methylglykosid?) ohne Baryteinwirkung aus den Gangliosiden ge- 
wonnen werden. Die Neuraminsiaure ist deshalb als eigentlicher Bau- 
stein und nicht als das Zersetzungsprodukt eines noch unbekannten 
Bausteins der Ganglioside aufzufassen. 

Bei der hydrolytischen Spaltung unter den fiir die Abspaltung des 
Hexosamins aus den Gangliosiden gegebenen Bedingungen wird aus 
Neuraminsaure kein Hexosamin in Freiheit gesetzt. Die Neuraminsiure 
ist demnach kein chondrosaminhaltiger Baustein der Ganglioside, viel- 
mehr enthalten die letzteren als Zuckerkomponenten zusammen mit 
Galaktose und Glucose auch Chondrosamin (mol. Verhialtnis Neutral- 
zucker : Aminozucker = 5: 1). ; 

Die Untersuchung wurde durch Mittel der Notgemeinschaft der Deut- 
schen Wissenschaft unterstiitzt. 


Uber die zuckerhaltigen Lipoide der Formbestandteile 
des menschlichen Blutes 


Von 
E. Klenk und K. Lauenstein 


Aus dem Physiologisch-chemischen Institut der Universitét K6ln 


(Der Schriftleitung zugegangen am 12. Juli 1951) 


Wie schon vor langerer Zeit gezeigt wurde!, bestehen die zucker- 
haltigen Lipoide der Milz zu einem wesentlichen Teil aus Gangliosiden. 
AuBerdem fanden sich neben gewohnlichen Cerebrosiden (mol. Ver- 
haltnis Fettséiure : Sphingosin: Zucker = 1:1:1) noch solche mit 
doppelt so hohem Zuckergehalt (mol. Verhaltnis Fettsiure : Sphin- 
gosin : Zucker = 1: 1: 2). 

Bei dem nahen Zusammenhang, der zwischen Milz und Blutzellen 
besteht, war damals schon geplant, im Anschlu8 daran auch die zucker- 
haltigen Lipoide der Formbestandteile des Blutes noch genauer zu unter- 
suchen. Aus auBeren Griinden konnte jedoch jetzt erst das schon im 
Jahre 1942 gesammelte Material* aufgearbeitet werden. Wir erhielten 


* Wir verdanken die groBe Menge menschlicher Blutkérperchen (schatzungs- 
weise 50—1001) der Freundlichkeit von Herrn Professor Thomas, Leipzig. Das 
in einem groBen EisenfaB in Aceton konservierte Material wurde bei einem Flieger- 
angriff verschiittet und kam bei den vor kurzem erfolgten Aufraumungsarbeiten 
vollig unversehrt wieder zum Vorschein. 

1 E. Klenk u. F. Rennkamp, diese Z. 273, 253 [1942]. 
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als Hauptprodukt ein durch seinen hohen Zuckergehalt ausgezeichnetes 
phosphorfreies Lipoid, das fast dieselbe elementare Zusammensetzung 
besitzt wie das aus der Milz gewonnene Gangliosidpriparat. Den Gang- 
gliosiden gleicht die Substanz auch insofern, als sie neben den einfachen. 
Hexosen noch eine Aminohexose als Zuckerkomponente enthia]t. Jedoch 
unterscheidet sie sich von ihnen dadurch, daB darin die Neuraminsaure 
vollig fehlt. Alle fiir die Neuraminsaure charakteristischen Reaktionen 
(Abscheidung von schwarzen Huminsubstanzen bei der hydrolytischen 
Spaltung mit verdiinnter Salz- oder Schwefelsiure, Rotfairbung bei 
der Bialschen Reaktion) sind negativ. 

Nach dem Spaltergebnis sind an dem Aufbau dieses zuckerhaltigen 
Lipoids beteiligt : 1. Fettsaéure (29%), 2. Sphingosin oder eine sphingosin- 
ihnliche Base (20%), 3. Zucker (40—41%, ber. als Galaktose). Das 
Fettsiuregemisch besteht vor allem aus Lignocerinsiure, zum kleineren 
Teil aus einer ungesattigten Fettsiure, sehr wahrscheinlich Nervon- 
siure. Im Zuckergemisch wurden Galaktose, Glucose und Chondrosamin 
nachgewiesen. Bei einem Zuckergehalt von insgesamt 40°%, enthalt die 
Substanz 10°, Chondrosamin und 7—8°, Glucose. Es ergibt sich so eine 
auffallende Ahnlichkeit mit den Spaltstiicken des aus der Rindermilz 
gewonnenen Gangliosidpriparats, in welchem nachtraglich auch noch 
das Vorhandensein einer Aminohexose festgestellt werden konnte!?. 

Da die Substanz nur in geringen Mengen anfiel (0,33 g aus 8,2 kg 
getrocknetem Blutpulver), war es bis jetzt nicht moéglich, ihre chemische 
Natur im einzelnen vollig aufzuklaren. Nach dem Ergebnis der hydro- 
lytischen Spaltung muBte der Hauptsache nach ein Gemisch von Ligno- 
ceryl-sphingosin-di- bzw. trihexosiden vorliegen, in welchen an Stelle 
von Galaktose und Glucose teilweise auch Chondrosamin eingebaut ist. 
Die Substanz ware dann als ein durch Abspaltung der Neuraminsaure 
entstandenes partielles Spaltprodukt der Ganglioside aufzufassen und 
so an die Seite des aus der Rindermilz gewonnenen Lignoceryl-sphingosin- 
dihexosids zu stellen, das — wie eine Nachpriifung des noch vorhandenen 
Praiparats ergab — keine Aminohexose enthilt. Das letztere kénnte 
man sich dementsprechend durch Abspaltung sowohl der Neuraminsaure 
wie auch des Chondrosamins aus den Gangliosiden entstanden denken. 

Da die elementare Zusammensetzung unseres Priparates jedoch 
mit dem aus Rindermilz gewonnenen Gangliosid gut iibereinstimmt 
und der C-Gehalt fiir ein partielles Spaltprodukt der obigen Zusammen- 
setzung um tiber 2% zu niedrig liegt, miissen wir auch die Méglichkeit 
offen lassen, da8 auBer Fettsiure, Sphingosin und Zucker noch ein 
weiterer Baustein an dem Aufbau der Substanz beteiligt ist, der sich 
unserer Erfassung entzogen hat. Es kénnte sich um ein Gangliosid 
handeln, in welchem die Neuraminsiure, evtl. infolge der mehrjahrigen 
Lagerung in Aceton, so verandert ist, daB sie die fiir diese Polyoxyamino- 
siure charakteristischen Reaktionen nicht mehr gibt. 


la E. Klenk, diese Z. 288, 216 [1951], voranstehend. 
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AuBer dem als Hauptprodukt angetroffenen sehr zuckerreichen 
Lipoid konnten wir noch eine Cerebrosidfraktion mit einem Zucker- 
gehalt von 26% (ber. als Galaktose), die woh! im wesentlichen aus einem 
einfachen Cerebrosid bestand, sowie ein zuckerfreies bzw. sehr zucker- 
armes Lipoid von den Eigenschaften des Lignoceryl-sphingosins in 
allerdings nur sehr kleinen Mengen gewinnen. 

Wenn auch unser Ausgangsmaterial neben den Erythrocyten noch 
die anderen Zellelemente des Blutes, Fibrin und kleine Mengen Plasma 
enthielt, so halten wir uns doch zu der Annahme berechtigt, daB zum 
mindesten das von uns als Hauptprodukt isolierte zuckerreiche Lipoid 
aus dem Erythrocytenstroma stammt; denn nach Biirger und Beu- 
mer? sowie Erickson und Mitarbb.* ist die Menge der verschiedenen 
Lipoidfraktionen in intakten Erythrocyten und dem Erythrocyten- 
stroma praktisch gleich. AuBerdem ist der ,,Cerebrosidgehalt“ der Lipoid- 
fraktionen der Leucocyten nach Burt und Rossiter‘ etwa ebenso groB, 
also keinesfalls nennenswert gréBer, als derjenige der Erythrocyten. 

Nachdem unsere Arbeit bereits abgeschlossen war, teilte uns vor 
kurzem Herr Dr. T. Yamakawa mit, daf er aus Erythrocytenstroma 
von Pferdeblut ein gangliosidartiges Lipoid (Himatosid C,3H,,.0..N,) 
isoliert habe. Nach dem uns vorliegenden Manuskript einer noch nicht 
veréffentlichten Arbeit scheint es kaum zweifelhaft, daB die darin als 
Baustein vorkommende Himataminsiiure mit der Neuraminsaure 
identisch oder aber ihr jedenfalls sehr ahnlich ist. Nach Yamakawa 
enthalt sein Haimatosid Lignocerinsiure, Sphingosin, Galaktose und 


Hamataminsaiure im molaren Verhialtnis 1:1: 2:1. 


Beschreibung der Versuche 
Darstellung der zuckerhaltigen Lipoidfraktionen 


Die Blutkérperchen waren nach der jahrelangen Lagerung zu groBen Klumpen 
zusammengeballt. Diese wurden acetonfeucht in einer Fleisch-Hackmaschine zer- 
kleinert und mit frischem Aceton nachentwassert. Dann wurde nacheinander mit 
Aceton, Ather und Methylalkohol-Tetrachlorkohlenstoff (3:1 Vol.-Tle.) in der zur 
Darstellung der Gehirnlipoide an unserem Institut iiblichen Weise extrahiert®. 
Zur Aufarbeitung gelangten 8,2 kg des nach der Atherextraktion an der Luft ge- 
trockneten Blutpulvers. Dies entspricht ungefihr 44 / frischen menschlichen Blutes. 
Zuckerhaltige Lipoide wurden aus allen Extrakten, mit Ausnahme des Ather- 
extraktes, der praktisch riickstandsfrei war, isoliert. 

Aus den eingeengten Acetonextrakten gewannen wir in der Kalte 16,9 g einer 
klebrigen dunklen Substanz, die zum gréBten Teil aus Phospatid und Cholesterin 
bestand. Sie wurde mit kaltem Ather griindlich extrahiert. Der atherunlésliche 
Anteil (3,8 g) wurde aus Chloroform-Methylalkohol (1:3 Vol.-Tle.) umkristallisiert, 
dann in sechsfacher Menge heiBem Pyridin gelést. Der bei Zimmertemperatur sich 


2 M. Birger u. H. Beumer, Biochem. Z. 56, 446 [1913]. 
3 B.N. Erickson, H.H. Williams, S.S. Bernstein, I. Avrin, R. L. 
Jones u. I.G. Macy, J. biol. Chemistry 122, 515 [1937]; B. N. Erickson, 
I. Avrin, D. M. Teague u. H. H. Williams, J. biol. Chemistry 135, 671 [1940]. 
4N.S. Burt u. R. J. Rossiter, Biochem. J. 46, 569 [1950]. 
5 Vgl. E. Klenk u. F. Rennkamp, diese Z. 267, 145 [1940]. 
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bildende stark P-haltige Niederschlag wurde abgenutscht und das eingeengte 
Filtrat mit Aceton gefallt (Frakt. A). 1,2 g hellbraune Substanz. 

10,275 mg Sbst. nach Klenk® gespalten, 10-ccm-Me8kélbchen, davon 5 (4) ccm: 
2,434 (1,987) com n/200-KJO,, entspr. 0,345 (0,283) mg Galaktose (Zucker- 
bestimmung nach Somogyi’). Gef. Zucker (ber. als Galaktose) 6,7 (6,9)°/. 

Die Methylalkohol-Tetrachlorkohlenstoff-Extrakte wurden im Vakuum (Um- 
laufverdampfer) stark eingeengt. Die bei 0° auftretenden Abscheidungen enthielten 
den gréBten Teil der zuckerhaltigen Lipoide. Leicht pulverisierbare, hellbraune, 
sehr aschereiche Substanz. Sie wurde im 10-fachen Vol. Chloroform-Methylalkohol 
(1:3 Vol.-Tle.) 30 Min. gekocht und reichlich Ungeléstes hei8 abfiltriert. Aus dem 
Filtrat wurde im Vakuum das Chloroform méglichst vollstindig entfernt. Bei 0° 
erhielt man eine fast weiBe Substanz (Frakt. B). 2,11 g. 

4,950 mg Sbst.: 10-cem-MeBkélbchen, davon 5 (4) ccm: 3,779 (3,125) com 
n/200-KJO;, entspr. 0,530 (0,448) mg Galaktose. — 3,390 (3,350) mg Sbst.: E = 
0,532 (0,532), d = 1 cm, F = 0,0764, entspr. 0,04064 (0,04064) mg P (P-Bestim- 
mung nach Teorell’). — 0,507 mg Sbst.: Griinfarbung (Neuraminsaure-Be- 
stimmung nach Klenk und Langerbeins’). 

Gef. Zucker (ber. als Galaktose) 21,4 (22,6)°/); P 1,20 (1,22)°/,; Neuraminsaure 
nicht nachweisbar. 

Aus der im Vakuum unter Einleiten von CO, eingeengten Mutterlauge kristal- 
lisierte eine weitere Menge Substanz aus. Diese wurde vereinigt mit einer zucker- 
armeren Lipoidfraktion, die aus den Mutterlaugen der urspriinglichen Methyl- 
alkohol-Tetrachlorkohlenstoff-Extrakte dargestellt wurde. Diese Mutterlaugen, 
die reichlich Phosphatid enthielten, wurden eingeengt und aus ihnen mit Aceton 
eine atherunlésliche Substanz gefallt, die man zweimal aus Chloroform-Methyl- 
alkohol (1:3 Vol.-Tle.), wie oben beschrieben, umkristallisierte (Frakt. C). 2,4 g, 
dunkelbraune Substanz. 

10,450 mg Sbst.: 10-ccm-MeBkélbchen, davon 5 ccm: 4,021 cem n/200-KJO,, 
entspr. 0,565 mg Galaktose. — 4,802 (4,565) mg Sbst.: E = 0,516 (0,531), d = 3 cm, 
F = 0,0764, entspr. 0,01314 (0,01352) mg P. — 0,632 mg Sbst.: Griinfairbung. 

Gef. Zucker (ber. als Galaktose) 10,8°/); P 0,27 (0,30)°/,; Neuraminaure 
nicht nachweisbar. 


Die zuckerreiche Substanz 


Zur Aufarbeitung kam hier nur die Fraktion B (22°/, Zuckergehalt). Nach 
Abtrennung von reichlich Phosphatid durch Umkristallisieren aus 15 cem Pyridin 
wurden die restlichen P-haltigen Verunreinigungen durch Adsorption an eine 
Aluminiumoxydsaule (Merck, standardisiert nach Brockmann) entfernt?®, 
0,74 g, rein weiBe Substanz. 

2,850 (3,870) mg Sbst.: D = 100 (100). — 3,902 (2,532) mg Sbst.: 10 (10)-cem- 
MeBk6lbchen, davon 4 (4) ccm, 4,277 (2,754) com n/200-KJO,, entspr. 0,610 
(0,395) mg Galaktose. — 3,892 mg Sbst.: schwache Griinfarbung. — 4,245 (4,981) 
mg Sbst.: 0,48 (0,55) cem n/100-HCl (Mikro-Kjeldahl). — 5,362 (3,411) mg Sbst.: 
D = 8,14 (17,5), d= 1em, F = 0,455 (0,479), entspr. 0,496 (0,363) mg Hexos- 
aminchlorhydrat (Hexosamin-Bestimmung nach Elson und Morgan, modifiziert 
von Blix"), 

Gef. P 0 (0)®/,; Zucker (ber. als Galaktose) 39,1 (39,0)°/,; Neuraminsiure 
nicht nachweisbar; N 1,58 (1,55)°/); Hexosaminchlorhydrat 9,3 (10,6)/. 

Die Menge der aus Pyridin auskristallisierten Phosphatid-Fraktion betrug 
0,6 g. 

6 KE. Klenk, diese Z. 267, 136 [1940]. 

? M. Somogyi, J. biol. Chemistry 117, 771 [1937]. 

8 T. Teorell, Biochem. Z. 230, 1 [1931]. 

® KE. Klenk u. H. Langerbeins, diese Z. 270, 185 [1941]. 

10 Vgl. E. Klenk, diese Z. 273, 76 [1942]. 

1G. Blix, Acta chem. Skand. 2, 467 [1948]. 











224 E. Klenk und K. Lauenstein, Bd. 288 (1951) 


3,497 (3,299) mg Sbst.: E = 0,658 (0,615), d = 0,5cm, F = 0,0772, entspr. 
0,1016 (0,09496) mg P. 

Gef. P 2,91 (2,88)%/ . 

Aus dem Aluminiumoxyd wurde durch HeiBextraktion im Soxhlet mit Methy]- 
alkohol-Benzol (1:1 Vol.-Tle.) 0,1 g einer weiteren Fraktion gewonnen. 

4,199 mg Sbst.: 10-ccm-MeBkélbchen, davon 4 ccm, 2,942 ccm n/200-KJO,, 
entspr. 0,423 mg Galaktose. — 0,216 mg Sbst.: Griinfarbung. — 4,705 (3,940) mg 
Sbst.: E = 0,839 (0,688), d = lem, F = 0,0764, entspr. 0,0641 (0,05256) mg P. 

Gef. Zucker (ber. als Galaktose) 25,2°/,; Neuraminsaure nicht nachweisbar ; 
P 1,36 (1,34)°/,. 

Eine Probe der P-freien Substanz (39°/, Zucker) hatte, aus Methylalkohol 
umkristallisiert, einen Zuckergehalt von 34°/,. Es lag also noch ein Gemisch mit 
zuckerarmeren Substanzen vor. Durch wiederholtes Auskochen mit dem 150- 
fachen Vol. 95-proz. Aceton und anschlieBender HeifSfiltration durch dasselbe 
Filter konnten wir an einer weiteren Probe feststellen, daB das erste Filtrat viel 
zuckerarmere Substanz enthielt, wahrend weitere Filtrate gleichbleibenden Zucker- 
gehalt von 40—41°/, hatten. In diesem Probeansatz wurden die Auskochungen 
so lange fortgesetzt (dreimal), bis nur noch wenige mg aceton-unléslicher Substanz 
zuriickblieben. Da Cerebroside leichter in heiSem Aceton léslich sind als Ganglio- 
side, muBte in diesem Riickstand etwaiges Gangliosid angereichert sein. Die Probe 
mit dem Bialschen Reagens fiel jedoch negativ aus. 

Es wurde jetzt die Gesamtmenge der P-freien Substanz (0,6 g) im 150-fachen 
Volumen 95-proz. Aceton 20 Min. ausgekocht. Acetonldslicher Anteil 0,1 g. 

4,362 (3,831) mg: 10 (10)-ccm-MeBk6lbchen, davon 4 (5) com: 2,725 (2,829) cem 
n/200-KJO,, entspr. 0,39 (0,405) mg Galaktose. — 3,968 (3,073) mg: D = 41,2 
(49,6), d= lem, F = 0,424, entspr. 0,163 (0,129) mg Hexosaminchlcrhy<rat. 

Gef. Zucker (ber. als Galaktose) 22,4 (21,2)°/); Hexosaminchlcrhycrat 4,1 
(4,2)°/. 

Der acetonunlésliche Anteil (0,48 g) wurde aus Methanol umkristallisiert. 
0,33 g (a). Aus methylalkoholischer Lésung 58 mg (b) (Zuckergehalt 40°/,). 

Zur Analyse wurde die Substanz (a) im Hochvakuum bei 65° getrocknet. 
29,875 mg Sbst.: 0,677 mg Gewichtsverlust oder 2,27°/,). 10,08 (10,12) mg Sbst. : 
22,10 (22,19) mg CO, und 9,02 (9,00) mg HO. — 4, #01 (4,240) mg Sbst.: 0,650 
(0,545) cem n/100- -HCl. — 2,755 (2,323) mg Sbst.: 0 (10). cem-MeB8kélbchen, 
davon 2 (5) eem: 1,552 (3,346) ccm /200-KJOs, et 0,223 (0,473) mg Galak- 
tose. — 0,734 (1,296, 1,016) mg Sbst.:; D = 26,4 (10,3, 17,3), d= 3 cm, F = 0,1301, 
entspr. 0,0752 (0,1282, 0,0990) mg Hexosaminchlorhydrat. 


%C oH = ON 9/ Zucker} °/>Hexos- 


aminchlor- 
hydrat 
CT OUN (974,4)* Ber. . 66,56 10,65 1,44 37,0 
0H 4140 ,Ne (1135,5)** Ber. . 63,46 10,12 2,47 47,5 19,0 
voH,3,0;.N5 (1414,8); Ber. . 59,42 9,33 2,97 38,1 15,2 
Gef. . 59,82 10,01 1,86 40,5 10,3 
59,82 9,95 1,80 40,7 9,9 
9,7 


* Lignoceryl-sphingosin-dihexosid. 

** Lignoceryl-sphingosin-chondrosamin-dihexosid. 

+ Lignoceryl-gangliosid, in welchem einer der drei Hexosereste ein Chondros- 
aminrest ist. 

tt Ber. als Galaktose. 


Rein weiBe, P- und aschefreie Substanz mit dem Léoslichkeitsverhalten der 
einfachen Cerebroside, in heiBem Aceton jedoch schwerer léslich als diese. Sie ist 
unléslich in Wasser. Aus heiBem Methylalkohol kristallisiert sie in Spharolithen. 
Zersetzungspunkt etwa 234° unter vorangehendem Sintern und Praunfirbung. 
Die Orcinprobe auf Neuraminsaure ist negativ. 
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Spaltprodukte. 0,281 g (entspr. 0,275 g der bei 65° im Hochvakuum ge- 
trockneten Substanz) wurden nach dem fiir die Abspaltung des Zuckers iiblichen 
Verfahren (vgl. Klenk*) mit 5 cem 10-proz. waBriger Salzsiure 30 Min. im sieden- 
den Wasserbad erhitzt. Menge der wasserunldslichen, etwas braungefarbten Spalt- 
produkte: 0,169 g (60,1°/, der gespaltenen Substanz). Das Filtrat wurde auf 10 cem 
aufgefiillt. 
Die wasserunléslichen Spaltprodukte wurden in 5 ccm 5-proz. methylalkoho- 
lischer Schwefelsdure gelést und 1 Stde. unter RiickfluB gekocht. Beim Stehen- 
lassen tiber Nacht erstarrte die Lésung. Die Fettsiuremethylester wurden dann 
durch Ausschiitteln mit Petroiither, das Sphingosin durch Ausathern der nach 
Entfernung der Fettsiuren stark alkalisch gemachten Lésung gewonnen. 
Fettsauren: 84,1 mg Fettsiuremethylester, entspr. 81,0 mg freie Fett- 
siure (ber. als Lignocerinséure) oder 29,4°/, der gespaltenen Substanz. Schmp. 
49—50°. Daraus 69 mg freie Fettsiure, Schmp. 69—70°. Durch Umkristallisieren 
aus heiBem Aceton wurden 29 mg rein weiBe Kristalle gewonnen, Schmp. 75,5 bis 
76,5° (Schmp. von Lignocerinsaéure: 84,2°, von Behensaure: 80,0°.) Die Saure 
gibt mit reiner Lignocerinséure keine, mit reiner Behensdéure dagegen eine deut- 
liche Schmelzpunktsdepression. 
6,218 (7,379) mg Sbst.: 1,697 (2,005) ccm n/100-athylalkohol. KOH. — 
7,546 mg Sbst.: 0,066 com ”/10-Brom. : 
Cy9H,,0,. Ber. Aquiv.-Gew. 340,6. e 
Cy4H,,0,. Ber. Aquiv.-Gew. 368,6. Gef. Aquiv.-Gew. 366,3 (368,0); Jod- 
zahl 11,1. 
Aus der Mutterlauge gewannen wir noch 14,2 mg einer gelblichen, klebrigen 
Saure. Schmp. 38,5—40° (Schmp. der Nervonsaure: 41,5—42°). 
11,054 mg: 0,532 ccm n/10-Brom. 
CyqH4g0,. Ber. Jodzahl 69,2. Gef. Jodzahl 61,1. 
Sphingosin: Nach Abdestillieren des Athers wurden 56,4 mg Substanz er- 
halten (20,5°/, der gespaltenen Substanz). Nach Lésen in Aceton wurden 4 mg Unge- 
lostes abgetrennt und das Sphingosin als Sulfat mit sehr verdiinnter athyl- 
alkohol. Schwefelsaure unter Vermeidung eines Uberschusses gefallt. 37,5 mg rein 
weiBe Substanz. 
4,044 (2,520) mg Sbst.: 1,061 (0,671) cem /100-HCI. 
(C,,H3,0,N),. H,SO,. Ber. N 4,02. Gef. N 3,68 (3,73). 
Zucker: In der Halfte des Filtrates (5 cem) wurden die Chlorionen mit Blei- 
und Silberacetat und die Schwermetalle mit Schwefelwasserstoff gefallt. Nach 
Entfernung der Essigséure durch Extraktion mit Ather im Lindeschen Apparat 
wurde die Lésung im Vakuum auf etwa 1,4 ccm eingeengt!. 
1. Garwert 
0,4 (0,5) cem im Lohnsteinschen Apparat 4 Stdn. mit Hefe bei 38°. Gef. 
0,66 (0,68)°/, Glucose. 

2. Hexosaminbestimmung 
0,1 cem Filtrat im 10-cem-MeBkélbchen bis zur Marke auffiillen, davon 1 (1) com 
zur Bestimmung. F = 0,121, d= 3cm, E = 0,228 (0,242), entspr. 0,028 
(0,029) mg Hexosaminchlorhydrat. Gef. 0,28 (0,29)°/, Hexosaminchlor- 
hydrat. 

Der Hexosaminwert ist im Vergleich zu den bei der Gesamtsubstanz durch 
14-stdg. Spalten in 2-n.Salzsaure erhaltenen Werten viel zu niedrig. Durch */,-stdg. 
Spalten wird nur ein Teil der Aminohexose gewonnen. Daher liegt auch der 
Zuckergehalt der Gesamtsubstanz (40—41°/,) in Wirklichkeit etwas hoher. 

3. Drehwert 
Drehung im 0,5-dm-Rohr bei 20°: « = + 1,10°. Restbetrag nach Abzug 
des durch Glucose und Chondrosamin bedingten Wertes: « = + 0,79°. 
Gef. 1,939/, Galaktose. 


12 Vgl. E. Klenk u. F. Rennkamp, diese Z. 272, 280 [1942]. 
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4. Reduktionswert 
0,1 (0,1) cem Filtrat im 10 (10)-cem-MeB8kélbchen bis zur Marke auffiillen, 
davon 1 (1) ccm: 2,447 (2,500) ccm /200-KJO,, entspr. 0,350 (0,358) mg 
Galaktose. Gef. 3,50 (3,58)°/, Zucker (ber. als Galaktose). 

Durch die Beimengung der anderen Zucker zur Galaktose wird durch den 

Reduktionswert ein zu hoher Zuckergehalt errechnet. 

5. Papierchromatographie™ . 
Butanol-Eisessig (4:1 Vol.-Tle.) mit demselben Volumen Wasser aus- 
geschiittelt. Laufzeit: 96 Stdn. Papier: Schleicher und Schiill, Nr. 602 
h:P. Farbung mit Phthalsiure-Monoanilid". 

AuBer dem Galaktosefleck ist deutlich ein schwicherer Fleck ausgebildet, 

der Glucose entspricht (Abb. 1). 
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Abb. 1. Papierchromatogramm der Neutralzucker. 
3-proz. Zuckerlésung aus Cerebrosid (1), 1-proz. Glucoselésung (2), 1-proz. Galak- 
toselésung (3), Lésung enthaltend 1°/, Glucose und 1°/, Galaktose (4). 


Die restlichen 5 ccm des Filtrates wurden zur Aminozucker-Identifizierung 
auf 1 ccm eingedampft und nach Zufiigen von 1 ccm konz. Salzsiure zur Zer- 
stérung der Neutralzucker 15 Stdn. bei 105° im Bombenofen erhitzt. Nachdem 
die schwarzen Huminsubstanzen abfiltriert worden waren, entfernte man die 
Salzsiure durch wiederholtes Einengen im Vakuum. Die dunkelgefarbte Lésung 
wurde dann mit Tierkohle entfarbt und auf 0,7 ccm eingeengt. 

0,1 cem im 10-cem-Me8kélbchen bis zur Marke auffiillen, davon 1 (1) ccm, 
d=3cm, F = 0,1475, D = 52,7 (52,1), entspr. 0,041 (0,0418) mg Hexosamin- 
chlorhydrat. 

Gef. 2,87 (2,93) mg Hexosaminchlorhydrat in 0,7 cem Lésung. 

Um eine etwa 1-proz. Hexosaminlésung zu erhalten, wurde bis zur Trockne 
eingedampft und der Riickstand wieder in 0,2 com Aqua dest. gelést. 

Papierchromatographie 

Butanol-Eisessig (4:1 Vol.-Tle.) mit demselben Vol. Wasser ausgeschiittelt. 
Laufzeit: 24 Stdn. Papier: Schleicher und Schiill, Nr.598 G. Farbung: nach 
Elson u. Morgan (vgl. Partridge"). Vergleichssubstanzen: 1. Glucosamin- 
chlorhydrat, 2. Chondrosaminchlorhydrat (dargestellt aus Chondroitinschwefel- 
saure!), 3. Gemisch der beiden Aminozucker (1:1). 

In simtlichen Chromatogrammen liegt der Hexosaminfleck der untersuchten 
Lésung auf der Hohe des Chondrosamins (Abb. 2). 

(In einem Versuch, aus Zwischenprodukten, die wahrend der Aufarbeitung 
anfielen, und die etwa 10mg Hexosamin enthielten, den Aminozucker nach Jolles 


13 §.M. Partridge, Nature [London] 158, 270 [1946]; Biochem. J. 42, 
238 [1948]. 

144 §.M. Partridge, Nature [London] 164, 443 [1949]. 

16 H. Bray, J. Gregory u. M. Stacey, Biochem. J. 38, 142 [1944]; M. Sta- 
cey, J. chem. Soc. [London] 1944, 272. 
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und Morgan" als Schiffsche Base zu identifizieren, konnten nur 2—3 mg einer 
unreinen Substanz gewonnen werden. Schmp.: 160—164° [Schmp. von 2-Oxy- 
naphthylidenglucosamin: 220—203°, von 2-Oxynaphthylidenchondrosamin: 
175—178°].) 





& & a 
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Abb. 2. Papierchromatogramm der Aminozucker. 
Hexosaminchlorhydratlésung aus Cerebrosid (1), Lésung enthaltend 1°’, (hon- 
drosaminchlorhydrat und 1°/, Glucosaminchlorhydrat (2), 1-proz. Glucosamin- 

chlorhydratlésung (3), 1-proz. Chondrosaminchlorhydratlésung (4). 


Die zuckerarmeren und zuckerfreien Substanzen 


In der Absicht, aus der Fraktion A und C und aus einem zuckerarmeren Pra- 
parat der Fraktion B ein einfaches Cerebrosid darzustellen, wurden 1,2 g Fraktion A 
erneut aus Pyridin umkristallisiert und ein Rest Phosphatid durch Adsorption 
an Aluminiumoxyd entfernt. 0,19 g P-freie weiBe Substanz (14°/, Zucker, ber. 
als Galaktose). 

Die Fraktion C (2,4 g) wurde nach Reinigung durch Fallung mit Cadmium- 
acetat® aus Pyridin umkristallisiert und das Filtrat wie oben mit Aluminiumoxyd 
behandelt. 0,2 g P-freie weiBe Substanz (25°/, Zucker, ber. als Galaktose). 

Beide P-freien Fraktionen wurden mit dem in hei8em Aceton léslichen Anteil 
des P-freien Praparates aus Fraktion B (0,1 g, 22°/) Zucker, ber. als Galaktose) 
vereinigt. Durch Extraktion mit siedendem Ather und anschlieBender HeiBfiltration 
wurden 86 mg atherléslicher Produkte erhalten. Schwach gelbliche, etwas klebrige, 
aschefreie Substanz. Schmp. 83°. Nach dreimaligem Umkristallisieren aus heiBem 
Aceton Schmp. 84,5° (Schmp. von Lignoceryl-sphingosin: 90,5°1”). 

Die Substanz wurde im Hochvakuum bei 56° getrocknet (30,680 mg Sbst.: 
kein Gewichtsverlust). — 5,357 (4,742) mg Sbst.: 0,705 (0,630) ccm n/100-HCl. — 
11,14 (10,20) mg Sbst.: 30,91 (28,30) mg CO,, 12,60 (11,50) mg H,O. 

Cy2H,,0,N (650,1).* Ber. C 77,59, H 12,87, N 2,16. 

Gef. C 75,71, H 12,66, N 1,84. 
(75,71) (12,62) (1,86). 
Zucker: Molisch-Probe schwach positiv. 

Es gelang uns nicht, aus dem atherunléslichen Anteil durch wiederholte Ex- 
traktion mit heiBem Aceton eine Fraktion zu erhalten, die dem Zuckergehalt der 
einfachen Cerebroside entspricht. Wir fanden lediglich nach Abtrennung einer 
groBeren Menge zuckerreicher Substanz (36—40°/, Zucker, ber. als Galaktose) 
26 mg einer Fraktion mit 26°/, Zucker. Rein weiBe P-freie Substanz. 

3,890 (5,099) mg Sbst.: 10(10)-cem-MeBkélbchen, davon 4 (4) ccm :2,782 
(3,860) cem n/200-KJO,, entspr. 0,40 (0,543) mg Galaktose. Gef. Zucker 25,7 
(26,6)°/, (ber. als Galaktose). 


* Lignoceryl-sphingosin. 
16 Z. E. Jolles u. W. T. J. Morgan, Biochem. J. 34, 1183 [1940]. 
1” §. J. Thannhauser u. E. Frankel, diese Z. 203, 183 [1931]. 
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Zusammenfassung 


Aus den Formbestandteilen des menschlichen Blutes wurde ein 
zuckerreiches Lipoid gewonnen, das in seiner Zusammensetzung den 
Milzgangliosiden sehr ahnlich ist, sich jedoch von ihnen durch das Fehlen 
der Neuraminséure unterscheidet. Als Spaltprodukt wurden erhalten: 
Fettsiuren (hauptsaichlich Lignocerinsiure) 29°,, Sphingosin 20°%,, 
Zucker 40—41%. Das Zuckergemisch besteht aus Galaktose, Glucose 
und Chondrosamin. Die Substanz diirfte aus dem Erythrocytenstroma 
stammen. 


Die Untersuchung wurde durch Mittel der Notgemeinschaft der Deut- 
schen Wissenschaft unterstiitzt. 


_ Uber ein photometrisches Verfahren 
zur Bestimmung des ionisierten Calciums! 
Von 
J. Raaflaub 
Aus dem Physiologisch-chemischen Institut der Universitat Ziirich 
(Der Schriftleitung zugegangen am 16. Juli 1951) 


Die in Medizin und Biologie iiblichen Verfahren der Calcium- 
bestimmung erfassen das totale Calcium. Zur Bestimmung des ionisierten 
Calciums jedoch fehlen bisher geeignete Methoden, obwohl bei zahl- 
reichen Problemen gerade die Kenntnis des ionisierten Calciums ent- 
scheidend wire. Verschiedene Versuche, auf potentiometrischem Wege 
die Calciumionenaktivitét zu ermitteln?* 4, haben sich bei der Nach- 
priifung®* als unzuverlissig erwiesen, weil die in biologischen Fliissig- 
keiten stets im Uberschu8 vorhandenen Alkaliionen stéren. Die Ab- 
scheidungspotentiale der Alkali- und Erdalkaliionen unterscheiden sich 
zu wenig, als daB in Gemischen beider Ionenarten die Calciumionen- 
aktivitét potentiometrisch exakt bestimmt werden koénnte. Ultra- 


1 Eine kurze Mitteilung erfolgte auf der 38. Tagung des Schweizerischen 
Vereins der Physiologen und Pharmakologen in Basel (28./29. April 1951). 

2 B.S. Neuhausen u. E. K. Marshall, J. biol. Chemistry 58, 365 [1922]. 

3-H. J.C. Tendeloo, J. biol. Chemistry 113, 333 [1936]. 

4 M.H. Corten, cit. nach 5. 

5 D. M. Greenberg u. L. D. Greenberg, J. biol. Chemistry 69, 1 [1932— 
1933]. 

* D.M. Greenberg u. C.E. Larson, J. biol. Chemistry 115, 769 [1936]. 
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filtration- und Dialyseversuche geben Auskunft iiber das diffusible, 
nicht aber iiber das ionisierte Calcium. So bleibt praktisch nur die 
Froschherzmethode von Mc Lean und Hastings’, mit der das ioni- 
sierte Calcium in Serum, Liquor usw. gemessen wurde*®. Die Nachteile 
dieser Methode: Umstindlichkeit, kleiner Empfindlichkeitsbereich, 
Abhingigkeit vom biologischen Objekt sind aber derart, da sie als 
Routinemethode kaum in Frage kommt. Neue Methoden, mit denen 
die Calciumionenaktivitaét bestimmt werden kann, sind daher erwiinscht. 


Prinzip der Methode 


In der vorliegenden Arbeit wird ein photometrisches Verfahren 
zur Ermittlung der Calciumionenaktivitét beschrieben. Das Prinzip 
der Methode ist der kolorimetrischen py-Messung durch H*-Indika- 
toren analog®?°, Als Calciumionenindikator dient der violette Farb- 
stoff Murexid (= Ammoniumpurpureat), der bei Zugabe von Calcium- 
ionen in den rotorangen Calcium-Murexid-Komplex umschlaigt. Nach 
Schwarzenbach", der diese Reaktion beschrieben und eingehend 
studiert hat, la8t sich der Farbumschlag als einfaches Gleichgewicht 


formulieren : [Co-Murexid) _ 

[Ca] [Murexid] — 
Ein Murexidmolekiil bindet somit maximal ein Ca-Ion. K ist die sog. 
Komplexbildungskonstante, die bei py 7 den Wert 107° annimmt. 
Daraus ergibt sich, da die Calciumionenkonzentration biologischer 
Fliissigkeiten (= 10-%-mol.) gerade einen partiellen Umschlag von zu- 
gesetztem Murexid in Calciummurexid bewirkt, mit anderen Worten, 
photometrisch meBbar ist. Praktisch wird so vorgegangen, daB die 
Extinktion der Lésung unbekannter Calciumionenaktivitaét verglichen 
wird mit der Extinktion von Lésungen bekannter Calciumionenaktivitat. 
Ks ist klar, daB die Murexidkonzentration im Vergleich zu der Calcium- 
konzentration klein bleiben mu8, wenn durch den Me8vorgang selbst 
die Calciumionenkonzentration nicht wesentlich verschoben werden soll. 


(1) 


Methodik 


Standardlésungen mit bekannter Calciumionenaktivitiat. 
20 mg CaCO, sicc. puriss. werden in einer aquivalenten Menge n/10-HCl 
aufgelést und mit isotonischem Veronalpuffer ad 100,0 aufgefiillt (Her- 
stellung des isotonischen Veronal-HCl-NaCl-Puffers in Anlehnung an 
Michaelis!”, aber ohne dessen Na-Acetat; py = 7,20 und Ionenstirke 


7 F.C. Mc Lean u. A. B. Hastings, J. biol. Chemistry 107, 337 [1934]. 

8 F.C. Mc Lean u. A. B. Hastings, J. biol. Chemistry 108, 285 [1935]. 

® §. P. L. Sérensen, Biochem. Z. 21, 201 [1909]. 

10 L. Michaelis u. A. Gyemant, Biochem. Z. 109, 165 [1920]. 

1G. Schwarzenbach u. H. Gysling, Helv. chim. Acta 32, 1314 [1949]. 
122 L. Michaelis, Biochem. Z. 234, 139 [1931]. 
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p = 0,15). Diese Calciumstandardlésung enthalt 8 mg®/, ionisiertes 
Calcium, da CaCl, total ionisiert ist. Durch Verdiinnen mit isotonischem 
Veronalpuffer werden die Lésungen mit Ca-Konzentrationen von 
0—8 mg®/, hergestellt. 

Murexidlésung. Eine 10~-*-mol. Losung wird hergestellt durch 
Auflésen von 15,1 mg Murexid (Ammoniumpurpureat) in 50,0 com aqua 
destillata. Wenn nétig kann Murexid umkristallisiert werden: Auflosen 
in H,O von 40°, Filtrieren und Ausfallen mit NH,Cl. 

Eichkurven. Zu je 3,8 cem der Standardlésungen mit 0—8 mg®/, 
Ca++ werden genau 0,20 ccm Murexid 10-4 gegeben, worauf die Ca*+- 
haltigen Lésungen gegen die Ca*++-freien photometriert werden (Beck- 
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Abb. 1. Photometrische Messung des ionisierten Calciums. Eichkurve fiir py 7,2 
und JIonenstarke 0,15. Ordinate: Extinktion (Schichtdicke 1 cm, Wellenlange 
470 mu). Abszisse: ionisiertes Calcium in mg. 





man-Photometer, Schichtdicke 1cm, 470 my). In dieser Weise wird 
die Eichkurve in Abb. 1 erhalten. Die Extinktionswerte sind klein, da 
ja nur die Eytinktions-Differenz zwischen dem bei 470 my stirker 
absorbierenden Ca-Murexid und dem freien Murexid gemessen wird. 
Aus diesem Grunde miissen die jeweils zugegebenen 0,20 ccm Murexid 
10-4 auBerst genau abgemessen werden, z. B. mit der von Burroughs 
Wellcome & Co. gelieferten Mikrometerspritze. Dabei mu8 darauf 
geachtet werden, daB als Ausflu8 keine Metallnadel, die eventuell 
stérende Metallionen (s. unten) an die Murexidlésung abgeben, sondern 
eine Glaskaniile verwendet wird. Unter diesen Voraussetzungen fallen 
die Parallelwerte innerhalb einer Fehlerbreite von + 2°/, vom Mittelwert. 

Die Eichkurve ist erwartungsgema8 keine Gerade. Die Extinktion 
ist proportional der Konzentration des Ca-Murexid-Komplexes, die laut 
Gl. (1) sich bei zunehmender Ca*+-Konzentration und gleichbleibender 
Gesamtmurexidmenge asymptotisch einem Grenzwert nahert. Wird 
die Ca++-Konzentration logarithmisch aufgetragen (pg,) und die Kurve 
in Richtung zunehmender Ca++-Konzentrationen weitergefihrt, resul- 
tiert die typische S-Form, die von den Neutralisationskurven schwacher 
Sauren und Basen her bekannt ist. 

Einflu8B des py. Da Murexid eine dreibasische Saure ist, deren 
Ionen mit zunehmender Ladung eine vermehrte Tendenz zur Komplex- 
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bildung mit Ca** zeigen! — K nimmt mit steigendem pq zu —, ist 
eine Abhangigkeit der Eichkurve vom py zu erwarten. Abb. 2 zeigt 
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Abb. 2. EinfluB des py auf die Eichkurve. Die Extinktion nimmt zu bei wachsen- 
dem pq. Ionenstarke konstant = 0,15. « py = 7,6; @ py = 7,4; 0 Py = 7,2; 
xX Py = 7,0. 

eine Kurvenschar fiir den py-Bereich 7,0—7,6. Unterhalb von py 7,0 
hat das pq keinen Effekt mehr, da Murexid iiber einen weiten Bereich 
als einfach dissoziiertes Anion vorliegt. 

Die Messung des py erfolgte durchwegs mit der Glaselektrode 
(Cambridge py-Meter). 

Einflu8 der Ionenstarke. In Gl. (1) sind die Aktivitiatskoeffi- 
zienten vernachlassigt worden. In Wirklichkeit gilt: 

f, [(CaMut] 
falCa**y f(a] ” 
Da bei py 7,0 Murexid als einfach geladenes Anion und dementsprechend 
Ca-Murexid als einfach geladenes Kation vorliegen, darf vereinfachend 
f, = fs gesetzt werden. Gl. (2) wird somit zu 
[CaMu+] = K f,[Ca++] [Mu-]. (3) 

Der Aktivitatskoeffizient f, ist der Ausdruck der Abhingigkeit der 
Extinktion (= const. [CaMut]) von der Ionenstirke, wie sie Abb. 3 
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Abb. 3. EinfluB der Ionenstairke auf die Eichkurve. Die Extinktion nimmt ab 
mit wachsender Tonenstarke m«- py konstant = 7,2. ¢ w= 0,05; eu = 0,10; 
o w= 0,15; x uw = 0,20. 
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zeigt. Man erkennt, daB im physiologisch interessanten Bereich (u = 0,15 
nur relativ groBe Schwankungen der Ionenstarke einen meBbaren Effekt 
auf die Extinktion haben. Da8 — unter Vernachlissigung des Umstandes, 
da bei wechselnder Ionenstirke auch [Mu~| nicht absolut konstant 
bleibt — die Extinktion E dem Aktivitiatskoeffizienten f, gemaéB Gl. (3) 
direkt proportional ist, geht aus Abb. 4 hervor. Die Werte fiir den 
Aktivitatskoeffizienten f, der Ca++-Ionen entstammen elektrometrischen 
Messungen von Scatchard und Tefft'®. 

Spezifitat der Reaktion. Da Murexid noch mit anderen mehr- 
wertigen Kationen Komplexe bildet, ist zu priifen, wie weit bei biolo- 
gischen Fliissigkeiten der beschriebene Farbumschlag fiir Calcium 
spezifisch ist. K+, Na+ und Mg++ bilden mit Murexid keine Komplexe, 
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Abb. 4. Die Abhangigkeit der Extinktion HZ (@) von der Ionenstirke mu geht 

parallel mit der Abhangigkeit des Aktivitatskoeffizienten foat+ (x) von der 

Tonenstirke. Abszisse: Ionenstaérke y. Ordinate: Aktivitaitskoeffizient fcat++ 

gemaB elektrometrischen Messungen von Scatchard und Tefft' und Extinktion 
E bei Ca++ = 8 mg% und py 7,20. Niaheres siehe Text. 


Dagegen fiihrt Cu++ bereits in der Konzentration von 10-* zu einem 
eben meBSbaren Farbumschlag des Murexids. Obwohl die Gesamt- 
konzentration von Cut++ im Plasma etwa 2-10-° betragt!4, ist eine 
Stérung durch Cu*++ dennoch nicht zu befiirchten, da das gesamte 
Cu*++ an Eiwei8 gebunden ist!® und die Cu**-Ionenkonzentration in 
Plasma, Liquor usw. verschwindend klein, sicher kleiner als 10-* ist. 
Andere biologisch wichtige Schwermetalle (Fel, Fe™!, Zn™, Mn") 
bewirken bis zur Konzentration von 10~-° bei py, 7,2 keinen meBbaren 
Farbumschlag. Diese Versuche mit Schwermetallionen, insbesondere 
Cu**, fiihren zu der strikten Forderung, da8 fiir simtliche Lésungen 
nur glasdestilliertes Wasser verwendet werden darf. 

DaB schlieBlich das als Puffer beniitzte Veronal selbst keine Ca++- 
Komplexe eingeht, ist sichergestellt, indem Lésungen, deren Calcium- 
gehalt, py und Ionenstirke identisch, deren Veronalkonzentration aber 
verschieden sind, dieselben Extinktionen ergeben. 

Zur Priifung unserer Methode einerseits, der Froschherzmethode 
andererseits haben wir in einigen Versuchen die Abnahme der Calcium- 


13 G. Scatchard u. R. F. Tefft, J. Amer. chem. Soc. 52, 2272 [1930]. 
4 L. Heilmeyer, W. Keiderling u. G. Stiiwe, ,,Kupfer und Eisen als 
kérpereigene Wirkstoffe“., Verlag G. Fischer, Jena 1941. 
1 B, Eisler, K. G. Rosdahl u. H. Theorell, Biochem. Z. 286, 435 [1936]. 











a a 











Bd. 288 (1951) Pestimmung des ionisiert2n Calciums 233 


ionenkonzentration durch Citrat mit der Murexidmethode gemessen. 
Die gefundene Abnahme der Calciumionenkonzentration entspricht 
innerhalb der Fehlergrenze der Methode genau den Werten, die gemaB 
dem Nomogramm von Hastings und Mitarbeitern’ mit der Frosch- 
herzmethode ermittelt werden. 

DaB zwei auf verschiedenen Prinzipien basierende Methoden iiber- 
einstimmende Resultate ergeben, besagt mit gr6Bter Wahrscheinlichkeit, 
daB beide Methoden zuverlassig sind. Der von Hastings und Mit- 
arbeitern!® bestimmte Wert der Konstante K = 10-*%2 des Gleich- 
gewichts 

[Cat+] [Citrat~——] _K 
[Ca-Citrat~ ] . 





(bei Zimmertemperatur und Ionenstarke ~ = 0,16) ist demnach durch 
die Murexidmethode bestiatigt. Ganz allgemein will uns scheinen, daB 
die hier beschriebene Metallionen-Indikatormethode im Vergleich zu 
anderen Verfahren (Elektrotitration, potentiometrische Messungen, 
Leitfahigkeitsbestimmungen usw.) die einfachste Methode ist, Metall- 
ionenkomplexgleichgewichte quantitativ zu studieren. 


Ionisiertes Calcium im Liquor cerebrospinalis 


Als erste biologische Fliissigkeit haben wir menschlichen Liquor 
cerebrospinalis untersucht*. Liquor ist wasserklar, enthalt keine 
stérenden EiweiBZmengen und kann physikalisch-chemisch als Ultra- 
filtrat von Plasma betrachtet werden. 

Die Einzelheiten des methodischen Vorgehens bei der Untersuchung 
des Liquors seien hier kurz beschrieben. Zunichst wird die Eigenfarbe 
des Liquors gemessen, indem der Liquor gegen aqua dest. photometriert 
wird (1 cm Kiivette, 470 mu). Die gemessene Extinktion E, ist von der 
GroBenordnung 0,01. Hierauf werden 3,80 ccm Liquor mit 0,20 Murexid 
10-4 versetzt und in der Photometerkiivette 5 Min. mit 5°/, CO, durch- 
perlt. Dies bringt das durch Stehenlassen an der Luft alkalisch ge- 
wordene py des Liquors auf angenahert physiologische Werte von 
7.2 + 0,1. Bei verschlossenen Kiivetten wird nun gegen die Ca-freie 
Blindlésung (3,8 cem isoton. Veronalpuffer py 7,2 + 0,2 cem Murexid 
10-4) photometriert (1 cm Kiivette, 470 mu). Desgleichen wird jedes- 
mal eine Eichkurve mit den Standardlésungen von bekanntem Ca*t- 
Gehalt (py = 7,2, « = 0,15) aufgenommen. Eine frische Eichkurve 
wird deshalb mitgefiihrt, weil vornehmlich infolge der Lichtunbestindig- 
keit des Murexids geringe Schwankungen der Eichkurven vorkommen. 
Die Ausbleichung des Murexids ist immerhin so gering, da8 wihrend 
mindestens 30 Min. die Extinktion der Lésungen konstant bleibt. Die 


* Fiir die Uberlassung der Liquorproben danken wir Herrn Professor Dr. 
H. Krayenbihl, Direktor der Neurochirurgischen Klinik Ziirich, bestens. 

16 A. B. Hastings, F.C. Mc Lean, L. Eichelberger, J. L. Hall u. E. Da 
Costa, J. biol. Chemistry 107, 351 [1934]. 
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gemessene Extinktion des Liquors, vermindert um HZ, (Eigenfarbe des 
Liquors), erlaubt es, die mg®/, ionisierten Calciums des untersuchten 
Liquors auf der Eichkurve abzulesen. Das py, des Liquors wird kon- 
trolliert, nachdem der Liquor im p,y-Metergefi erneut 5 Min. mit 
5°/, CO, durchperlt worden ist. Weicht das so gemessene py mehr als 
+ 0,05 von 7,20 ab, so werden die auf der Eichkurve py = 7,20 ab- 
gelesenen mg®/, Ca++ gemaéB der Kurvenschar Abb. 2 auf den gemes- 
senen py-Wert extrapoliert. 

Alle Werte ionisierten Calciums der Tab. | stellen das arithmetische 
Mittel von je zwei Einzelbestimmungen dar, die nicht mehr als + 3°) 
vom Mittelwert abweichen. Desgleichen findet sich in Tab. 1 auch das 


Tab. 1. Zusammenstellung des Gehalts von ionisiertem und totalem Calcium 
in 11 menschlichen Liquorproben. Im Durchschnitt sind 95°/, des Totalcalciums 














ionisiert. 

Ca ionisiert in Ca total in Ca ionisiert 

mg% mg, in % von 

/ /¢ Ca total 
Saqgeor Wo, 6. se 4,7 5,2 90 
i Seer 5,1 5,0 102 
St re ar 5,1 5,1 100 
Ye, | a re 4,9 5,6 88 
Se 4,8 4,9 98 
Carrera 4,8 5,1 94 
i. eee 4,6 §,2 88 
_ Se, | a rea 5,9 6,7 88 
Ue 4,7 4,8 98 
| i her 5,2 5,2 100 
i Ue 5,3 5,2 102 
Mittelwert ....... 5,0 5,3 95 











totale Calcium der untersuchten Liquorproben, bestimmt nach Kramer 
und Tisdall!’, in der Modifikation von Clark und Collip'*. Ein- 
getragen sind die Mittelwerte von zwei héchstens -+ 2°’, vom Mittel- 
wert abweichenden Einzelbestimmungen. Ein Vergleich zwischen den 
Werten des Totalcalciums und des ionisierten Calciums 148t erkennen, 
daB 88—100°/, des Totalcalciums ionisiert sind, im Durchschnitt 95°/ . 


Diskussion 


Ohne die theoretische Bedeutung des ionisierten Calciums und ihre 
Beziehung zum Tetanieproblem eingehend zu besprechen, sei die Trag- 
weite des gefundenen Resultates kurz erértert. Es darf nunmehr als 
sicher gelten, daB Liquor und zweifellos auch Plasma* in bezug auf 
Ca** iibersattigt sind. Sowohl mit der Froschherzmethode wie mit 
der Murexidmethode ist iibereinstimmend gefunden worden, daB etwa 


* Ob die Murexidmethode auch auf Plasma anwendbar ist, werden weitere 
Versuche ergeben. 

17 B. Kramer u. F. F. Tisdall, J. biol. Chemistry 47, 475 [1921]. 
18 E. P. Clark u. J. B. Collip, J. biol. Chemistry 63, 461 [1925]. 
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95°/, des diffusiblen Calciums, bzw. ungefahr 5 mg°®/,, ionisiert sind, 
obwohl gemé8 dem Léslichkeitsprodukt von CaCO,!* maximal 2 mg®/, 
ionisiert sein kénnten, wenn die Kérpersiafte als mit Ca++ héchstens 
gesattigt angesehen werden. Potentiometrische Messungen, die fiir eine 
Calciumionenkonzentration von 2 mg®/,y sprechen!4, sind, wie ein- 
leitend besprochen wurde, methodisch unzuverlassig®. Auch der Be- 
fund, daB ein betrachtlicher Anteil des diffusiblen Calciums anodisch 
wandert”®, ist stark anfechtbar®. Es ist iibrigens auffallend, daB nie 
definiert worden ist, welche niedrigmolekulare Substanz der Korper- 
siifte mit Ca++ diffusible Komplexe bildet, obschon diese hypothetische 
Substanz X unter der Annahme, daB sich ein Ca++ mit einem Molekiil 
X verbindet, in der GréBenordnung von mMol in den Korpersaften 
vorhanden sein miiBte. Die geringe Menge komplex gebundenen dif- 
fusiblen Calciums (0O—10°/, des totalen diffusiblen Calciums), die iiber- 
einstimmend mit der Froschherzmethode und der Murexidmethode 
gefunden worden ist, erklirt sich zwanglos durch die kleine, inkonstante 
Menge Citrat, die sich im Serum?! und Liquor” findet. 

Aus der Tatsache, da8 die Kérpersifte mit Ca++ iibersattigt sind, 
ergibt sich, daB es nicht méglich ist, die Beziehungen zwischen Ca**, 
HCO,- und CO, im Blut auf Grund des Léslichkeitsproduktes von 
CaCO, abzuleiten. Es ist daher falsch, die bekannte Formel von Rona 
und Takahashi” 


ie 

auf die Verhaltnisse in vivo anzuwenden, wie dies Brinkman” getan 
hat und was in neueren Arbeiten?*?>5 immer wieder geschieht. Rona 
und Takahashi selbst bezogen die nach ihnen benannte Formel nicht 
auf Blut, da sie angesichts des ‘Befundes, daB Cat++ sehr leicht iiber- 
sittigte Lésungen bildet, vermuteten, daS auch Blut an Ca*+ iiber- 
sattigt ist?®. DaB sowohl Ca++-Mangel wie CO,-Mangel und HCQ,- 
Uberschu8 sich im klinisch bekannten Symptombild der Tetanie auBern, 
ist wahrscheinlich dadurch bedingt, daB Ca++ und CO, am Wirkort, wo 
die neuromuskulare Erregbarkeit gesteuert wird (Zellmembran ?), syn- 
ergistisch wirken. Die Frage nach der physikalisch-chemischen Erklar- 
barkeit dieses Synergismus bleibt offen. 


19 A. B. Hastings, C.D. Murray u. J.Sendroy, J. biol. Chemistry 71, 
723 [1926—27]. 

20 K. Klinke, Biochem. Z. 218, 177 [1929]. 

1 B. Benni, B. Schersten u. O. Oestberg, Biochem. Z. 223, 443 [1930]. 

22 B. Benni, Biochem. Z. 221, 270 [1930]. 

33 R. Brinkman, Biochem. Z. 95, 101 [1919]. 

44 W. Bladergroen, Physikalische Chemie in Medizin und Biologie, Verlag 
Wepf, Basel 1945. 

*% L. Heilmeyer u. F. Hoff, Lehrbuch der speziellen Pathologischen Phy- 
siologie, Verlag G. Fischer, Jena 1944. 

*%° P, Rona u. D. Takahashi, Biochem. Z. 49, 370 [1913]. 











Bestimmung des ionisierten Calciums 





Zusammenfassung 


1. Mit Murexid (Ammoniumpurpureat) ist es méglich, auf photo- 
metrischem Wege die Calciumionenkonzentration zu bestimmen. Das 
Prinzip der Methode ist der kolorimetrischen py-Messung mit H*- 
Indikatoren analog, indem Murexid als Calciumionenindikator beniitzt 
wird. Ca-Ionen bilden mit dem violetten Murexid einen orangeroten 
Ca-Murexid-Komplex. Die Reaktion ist nach Schwarzenbach und 
Gysling™ als einfaches Gleichgewicht formulierbar: 


[CaMu ] 
{Ca} [Mu] 

2. Methodisch ist zu beachten: Genaueste Abmessung der zu- 
gegebenen Indikatormenge (Murexid), Ubereinstimmung zwischen 
Standardlésungen und zu untersuchender Lésung in bezug auf py und 
Ionenstirke. Die Spezifitit der Methode fiir Ca** ist fiir jedes Unter- 
suchungsmaterial speziell zu priifen, da gewisse Schwermetallionen 
(Cut++ besonders) mit Murexid ebenfalls Komplexe bzw. Farbumschlage 
ergeben. Die hier beschriebene Metallionenindikatormethode kann auch 
als einfaches Verfahren benutzt werden, um Komplexgleichgewichte 
zwischen Metallionen und irgendwelchen Komplexbildnern quantitativ 
zu studieren. 

3. Die Untersuchung von menschlichem Liquor cerebrospinalis 
zeigt in Ubereinstimmung mit den Ergebnissen von Hastings und 
Mc Lean'* mit der Froschherzmethode, dai etwa 95°), des diffusiblen 
Calciums ionisiert sind. 

4. Die theoretische Bedeutung dieses Befundes wird kurz erortert. 
Es kann nun als sicher gelten, daB Plasma, Liquor usw. mit Ca** tiber- 
sittigt sind. Es ist daher nicht méglich, die Beziehungen zwischen Catt, 
CO, und HCO,- im Blut auf Grund von Formeln abzuleiten, die auf 
dem Léslichkeitsprodukt von CaCO, basieren. Die Formel von Rona 
und Takahashi ist somit nicht anwendbar. 


= KK. 


Herrn Prof. Dr. F. Leuthardt méchte ich fiir das wohlwollende Interesse 
und die stimulierende Kritik, die er dieser Arbeit zuteil werden lieB, meinen herz- 
lichen Dank aussprechen. 
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Uber 5-Amino-picolinsdure 
Von 
Josef Schmidt-Thomé und Helmut Goebel 


Aus dem Max-Planck-Institut fiir Biochemie und dem Physiologisch-chemischen Institut 
der Universitat Tiibingen 


(Der Schriftleitung zugegangen am 19. Juli 1951) 


Im Rahmen von Untersuchungen iiber die Spezifitat von Bakterien- 
wuchsstoffen interessierte uns die Frage, wie sich der Ersatz des Benzol- 
rings der p-Aminobenzoesaéure durch einen Pyridinring auswirken wiirde. 
Es sind zwei p-stiéndige Aminopyridincarbonséuren méglich. Die eine, 
die 2-Amino-pyridin-carbonsaure-(5) (6-Amino-nicotinséure), ist schon 
seit langerer Zeit bekannt!. Nach Johnson, Green und Pauli? hemmt 
sie das Wachstum von Diplococcus pneumoniae, E. coli und Str. haemoly- 
ticus und wird durch p-Aminobenzoesiéure enthemmt. Im Gegensatz 
hierzu fanden wir® an Staph. aureus in synthetischem Nahrboden zwar 
eine Hemmung des Bakterienwachstums; diese wurde aber nicht durch 
p-Aminobenzoeséure sondern durch Nicotinsiure aufgehoben. In 
Bouillon-Kulturen beobachteten wir keine antibakterielle Wirkung. 
Die Unterschiede in diesen Befunden liegen wahrscheinlich in einer 
Verschiedenheit der Versuchsanordnung und in der Priifung an ver- 
schiedenen Mikroorganismen begriindet. 

Die andere mégliche Saure, die 5-Amino-pyridin-carbon- 
siure-(2) (5-Amino-picolinséure) ist unseres Wissens bisher noch nicht 
bekannt gewesen. Im folgenden beschreiben wir ihre Darstellung und 
Priifung auf antibakterielle Wirkung. 

Der naheliegende Weg, «-Picolin in 2-Methyl-5-nitro-pyridin iiber- 
zufiihren, dieses zur Nitrocarbonséure zu oxydieren und durch Reduk- 
tion zur Aminoséure zu gelangen, schied aus, da nach PlaZzeck* die 
Nitrierung des «-Picolins nur in ganz kleiner Menge die gewiinschte 
5-Nitroverbindung liefert. Auch die Gewinnung iiber das 2-Methyl-5- 
amino-pyridin, das synthetisch zuginglich ist®, erschien wegen der 
schlechten Ausbeuten wenig aussichtsreich. Angesichts der vielen 
anderen sich bietenden Moglichkeiten entschieden wir uns, von dem 
leicht zugianglichen 2-Amino-5-nitro-pyridin (I)® auszugehen. Wir 
stellten es nach Phillips’, modifiziert nach Seide® durch Nitrierung 


1 Lit. und Darstellung: C. Rath u. G. Prange, Liebigs Ann. Chem. 467, 1 
[1928]. 
rie = H. Johnson, D.E. Green u. R. Pauli, J. biol. Chemistry 153, 37 

1944]. 

3 J. Schmidt-Thomé, Z. Naturforschg. 3b, 136 [1948]. 

4 E. Plazeck, Ber. dtsch. chem. Ges. 72, 577 [1939]. 

5 A. Binz u. C. Rath, Liebigs Ann. Chem. 487, 127 [1931]; R. Graf, J. 
prakt. Chem. 138, 19 [1932]. 

6° A. E. Tschitschibabin, Chem. Zbl. 1915 I, 1066; 1916 I, 15; 1923 III, 1020. 

7 M.A. Phillips, J. chem. Soc. [London] 1941, 9. 

8 O. Seide, Ber. dtsch. chem. Ges. 57, 791 [1924]. 
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des «-Amino-pyridins und Umlagerung des als Zwischenprodukt iso- 
lierten Nitramins mit konz. Schwefelsiure dar. Es sollte iiber die 2- 
Cyanverbindung in die 5-Nitro-2-carbonsiiure iibergefiihrt werden. 
Der direkte Ersatz einer Aminogruppe durch die Cyangruppe laBt sich 
in der Pyridinreihe nur in der f-Stellung durchfiihren. Somit blieb nur 
der Weg, zunichst die Aminogruppe durch Halogen und dieses durch 
die Cyangruppe zu ersetzen. Eine entsprechende Reaktionsfolge wurde 
1934 von Craig® durchgefiihrt, der aus ~-Amino-pyridin iiber «-Brom- 
pyridin das «-Cyano-pyridin gewann, wobei gute Ausbeuten in den 
einzelnen Stufen erzielt wurden. — Das folgende Schema zeigt die von 
uns durchgefiihrten Reaktionen: 


on,7 + HBr/Br, 0x7 ‘" Cu,(CN), on 
— ae 


| ba | 


Bees sree bS ; 1 
“ya HNO, qe ied in Diphenyl ye 
: II Il 
P,0,4 | HCl 
\ 
un7 . (NH,).S on 7 : HCl ow 7 
< — < etic 
‘COOH ‘COOH .CONH 
Aw Xr Xy 2 
ve ®Nvo Vv IV 
"- 
>» 
‘ 
HN, H0,7 ‘ a 
OO ia “ee Ny 
VII Vl Ix 


Binz und v. Schickh!® haben das 2-Brom-5-nitro-pyridin (IT) 
aus dem 2-Oxy-5-nitro-pyridin, das aus I mit salpetriger Saure leicht 
zuganglich ist, durch Umsetzung mit Phosphorpentabromid gewonnen. 
Wir fiihrten den Ersatz der NH,-Gruppe des 2-Amino-5-nitro-pyridins (I) 
durch Brom in einer Reaktion iiber das Perbromid mit salpetriger Saure 
und Bromwasserstoff unter den gleichen Bedingungen durch, wie sie 
Craig® fiir das 2-Amino-pyridin angibt, und erhielten so das 2-Brom-5- 
nitro-pyridin (II) in einer Ausbeute von 53°%. Es war identisch mit dem 
von Binz und v. Schickh?® beschriebenen Produkt. 

Wir versuchten zunichst, das Bromid II unter den von Craig® 
angegebenen Bedingungen durch direktes Erhitzen mit Kupfer(I)-cyanid 
in das Cyanid III zu iiberfiihren. Hierbei trat aber eine so heftige Reak- 
tion ein, daB das Reaktionsprodukt véllig verkohlte. Es wurde daher 
zunachst das 2-Brom-5-nitro-pyridin zu dem von Binz und v. Schickh!° 
schon beschriebenen 2-Brom-5-amino-pyridin (IX) reduziert, in der 


® L.C. Craig, J. amer. chem. Soc. 56, 231 [1934]. 
10 A. Binz u. O. v. Schickh, Ber. dtsch. chem. Ges. 68, 315 [1935]. 
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Hoffnung, da§ dieses weniger energisch als die Nitroverbindung mit 
Kupfer(I)-cyanid reagieren wiirde. Es erwies sich hierbei als zweckmaBig, 
die Reduktion nicht mit Eisenpulver!® sondern mit Zinn(II)-chlorid in 
Alkohol durchzufiihren, da wir unter den Bedingungen der genannten 
Autoren nur sehr schlechte Ausbeuten erzielten. Aber auch das 2-Brom- 
5-amino-pyridin konnte nicht durch Zusammenschmelzen mit Kupfer(I)- 
cyanid in das entsprechende 2-Cyano-5-amino-pyridin iibergefiihrt 
werden, auch hier trat Verkohlung ein. 

Da Versuche, das Brom im 2-Brom-5-nitro-pyridin mit KCN oder 
mit Blauséure unter den verschiedensten Bedingungen umzusetzen, 
ergebnislos verliefen, kehrten wir wieder zu der Rosenmund-v. Braun- 
schen Synthese, der Umsetzung mit Cu,(CN),, zuriick. Wir versuchten 
die Reaktion zu maéBigen durch Anwendung der verschiedensten L6- 
sungsvermittler''. Bei Durchfiihrung der Reaktion in Pyridin konnten 
wir auch nach 15-stdg. Erhitzen auf 130—138° kein definiertes Produkt 
aus dem schwarzen, schmierigen Reaktionsgemisch isolieren. In Benzo- 
nitril oder Benzyleyanid trat zwar eine Reaktion ein, doch war die Auf- 
arbeitung schwierig. Auch in Nitrobenzol konnte durch 3-stdg. Erhitzen 
auf 200—210° eine Umsetzung erzielt werden, wir isolierten aber nur 
Spuren des gewiinschten Reaktionsproduktes. SchlieBlich fanden wir 
in dem von Koelsch und Whitney” fiir die Rosenmund-v. Braun- 
sche Nitrilsynthese empfohlenen Diphenyl ein brauchbares Lésungs- 
mittel. Die Reaktion des 2-Brom-5-nitro-pyridins mit Kupfer(I)-cyanid 
tritt in Diphenyl bei 205—210° ein und ist nach etwa 2 Stdn. beendet. 
Unter 200° findet keine Umsetzung statt, héheres Erhitzen vermindert 
die Ausbeute. Zur Abtrennung des Diphenyls von dem gebildeten 2- 
Cyano-5-nitro-pyridin (III) fiihrten wir die Aufarbeitung so durch, daB 
das Reaktionsprodukt mit starker Salzsiiure in der Kalte behandelt 
wurde, wobei das Nitril sich lést, wihrend das Diphenyl abfiltriert 
werden kann. Trotz dieser milden Bedingungen ging aber hierbei und 
beim Einengen der salzsauren Lésung im Vakuum das sehr leicht ver- 
seifbare Nitril in das 5-Nitro-pyridin-carbonséure-(2)-amid (IV) iiber, 
das in einer Ausbeute von 45%, bezogen auf die Bromverbindung, er- 
halten wurde. Durch Destillation iiber Phosphorpentoxyd im Vakuum 
konnten wir es in das bei der beschriebenen Aufarbeitung nicht faBbare 
5-Nitro-pyridin-nitril-(2) (IIL) zuriickverwandeln. 

Verseifung des 5-Nitro-pyridin-carbonsaure-(2)-amids durch Kochen 
mit konz. Salzsiure fihrte in glatter Reaktion zur 5-Nitro-pyridin- 
carbonsaure-(2) (V) (5-Nitro-picolinsiiure). Die anschlieBende Reduktion 
der Nitrogruppe zur Aminogruppe bereitete zunichst Schwierigkeiten. 
Bei katalytischer Hydrierung mit Palladium-Mohr in Natriumbicar- 
bonat- bzw. Eisessiglésung bis zur Sattigung konnte keine definierte 
Substanz gefaBt werden. Ebensowenig gelang die Reduktion mit Eisen- 

4 Zusammenfassung bei D. T. Mowry, Chem. Reviews 42, 189 [1948]; I. G. 


Farbenindustrie A.-G., Engl. Pat. 488642; Chem. Zbl. 1939 I, 1062. 
2 C.F. Koelsch u. A. G. Whitney, J. org. Chem. 6, 795 [1941]. 
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(II)-sulfat in Ammoniak oder mit Zinn und Salzsiure. SchlieBlich fihrte 
die Behandlung mit Schwefelwasserstoff in Ammoniak, analog der 
Darstellung der p-Aminophenylessigsiure nach Robertson}® zum Ziel, 
und wir erhielten so die gesuchte 5-Amino-pyridin-carbonsaure-(2) (VI) 
(5-Amino-picolinséure). Sie wurde durch ihren Athylester (VII) und 
durch Darstellung eines Acetylaminoderivats charakterisiert. Durch 
Diazotieren und Verkochen stellten wir aus ihr die 5-Oxy-pyridin- 
carbonsdure-(2) (VIII) her, die von Bellmann, Urbanski sowie von 
Duesel und Scudi!* schon auf anderem Wege gewonnen worden ist. 


Die bisher durchgefiihrten bakteriologischen Priifungen* hatten 
folgendes Ergebnis: Die 5-Amino-picolinsiure (VI) ist nur schwach 
wirksam und hemmt das Wachstum von Staphylococcus aureus in Bouil- 
lon wie in synthetischem Nahrboden" erst bei einer Verdiinnung von 
1: 1000 véllig. p-Amino-benzoesiure oder Nicotinsiure bewirken keine 
Enthemmung. Die gleiche Wirkung — véllige Hemmung bei der Ver- 
dimnung 1:1000 — zeigt die 5-Nitro-picolinsiure (V). Das 5-Nitro- 
picolinsiureamid (IV) ist etwa 10-mal wirksamer und bewirkt védllige 
Wachstumshemmung bei einer Verdiinnung von 1:10000. Die 5-Amino- 
picolinsiure ist-nach diesem Ergebnis kein Antagonist zur p-Amino- 
benzoesiure. Nach.Méller und Birkofer’® besitzt auch die Picolin- 
siure eine geringe, vielleicht unspezifische wachstumshemmende Wirkung 
bei Proteus vulgaris und Streptobacterium plantarum, die durch Nicotin- 
siure nicht aufzuheben ist. Von Dann und Méller!’ wurden Nitro- 
und Aminocarbonsauren des Thiophens und Furans auf ihre antibakte- 
rielle Wirkung gepriift. Im Vergleich hierzu scheinen die entsprechenden 
Picolinséurederivate 10-mal schwacher zu wirken. 

ErwartungsgemaéB besitzt der 5-Amino-picolinséureester (VII) 
lokalanésthetische Wirkung, wie das auch fiir Aminocarbonsaureester 
des Furans, Thiophens und Thiazols!* und fiir Ester der 6-Amino-nicotin- 
siure!® beschrieben ist. Im Quaddeltest am Meerschweinchen erwies 
sich eine 0,5-proz. Lésung etwa gleich stark wirksam wie eine 0,5-proz. 
Novocainchlorhydrat-Lésung. Im Corneatest am Kaninchen nach der 
Methode von Regnier zeigte eine 1-proz. Lésung keine Wirkung als 
Oberflachenanasthetikum. 


* Wir danken Frl. U. Meinerts fiir die Durchfiihrung der bakteriologischen 
Priifungen. 

13 G. R. Robertson, Org. Syntheses, Coll. Vol. I, 52. 

14 Th. Bellmann, J. prakt. Chem. 29, 7 [1884]; T. Urbanski, J. chem. 
Soc. [London] 1947, 132; B. F. Duesel u. J. V. Scudi, J. amer. chem. Soc. 71, 
1866 [1949]. 

18 R. Kuhn, E. F. Moller u. G. Wendt, Ber. dtsch. chem. Ges. 76, 405 
[1943]. 

14 E,F, Moller u. L. Birkofer, Ber. dtsch. chem. Ges. 75, 1108 [1942]. 
17 O. Dann u. E. F. Méller, Chem. Ber. 80, 21, 23 [1947]. 
18 O, Dann, Ber. dtsch. chem. Ges. 76, 419 [1943]. 

19 Pyridium Corp., A. P. 2 199 839; Chem. Ztrbl. 1941 I, 245. 
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Beschreibung der Versuche * 


2-Brom-5-nitro-pyridin (II) 

10g 2-Amino-5-nitro-pyridin (I) (Darst. nach Phillips’) wurden zu 
40 com 66-proz. Bromwasserstoff gegeben, die sich in einem Dreihalskolben 
mit Rihrer, Steigrohr und Tropftrichter befanden. Nach Zugabe von 15 ecm konz. 
Schwefelsaéure léste sich die Substanz vollig auf. Nun wurde mit Eis gekiihlt, 
kraftig geriihrt und 12 ccm Brom zutropfen gelassen, wobei ein dicker gelbroter 
Niederschlag des Perbromids des Amins ausfiel. Es wurde nun sehr gut mit Eis/ 
Kochsalz gekiihlt und eine kalte Lésung von 35 g Natriumnitrit in 50 com Wasser 
zuflieBen gelassen. Die Eintropfgeschwindigkeit wurde so gehalten, daB nur wenig 
braune Dampfe durch das Steigrohr entwichen. Hierbei wurde dauernd weiter 
geriihrt. Nach Beendigung des Zutropfens wurde die Kaltemischung weggenommen 
und das ReaktionsgefaB auf 30—40° erwirmt. Es wurde etwa 1 Stde. bei dieser 
Temperatur geriihrt, bis die zunachst sehr lebhafte Gasentwicklung zu Ende war. 
Nunmehr wurde wiederum mit Eis gekiihlt und langsam eine Lésung von 50g 
NaOH in 100 com Wasser zugefiigt, bis die braune Farbe des iiberschiissigen Broms 
verschwunden war (die Entfernung des Broms kann auch durch Zugabe von Na- 
triumsulfitlésung vollzogen werden). Dabei wurde der bis dahin dunkle, schmierige 
Bodenkérper k6érnig, hellgelb gefarbt. Der Niederschlag wurde abfiltriert, mit 
Wasser gewaschen und feucht aus Aceton umkristallisiert. Ausb. 7,8 g (53°/, d. Th.). 
Das erhaltene Produkt schmolz bei 138 —139°** und erwies sich als identisch mit 
dem von Binz und v.Schickh?® beschriebenen 2-Brom-5-nitro-pyridin 
(3-Nitro-6-brom-pyridin) (II). 


2-Brom-5-amino-pyridin (IX) 

Die Reduktion des 2-Brom-5-nitro-pyridins zur entsprechenden Bromamino- 
verbindung mit Eisenpulver nach Binz und v. Schickh?® gelang nur mit sehr 
schlechten Ausbeuten. Bessere Ergebnisse wurden mit SnCl, in Alkohol erzielt: 
5 g Bromnitropyridin wurden in 25 ccm Alkohol suspendiert und eine Lésung von 
25g SnCl,-2H,O in 25ccm Alkohol zugesetzt. Die Mischung wurde auf dem 
Wasserbad zum Sieden erhitzt. Der Eintritt der Reaktion machte sich durch leb- 
haftes Aufsieden bemerkbar. Nach 1/, Stde. war die Reaktion beendet. Der Alkohol 
wurde im Vakuum groBenteils abdestilliert, die Lésung mit einer methylalkoho- 
lischen Lésung von KOH bis zur noch schwach sauren Reaktion versetzt und mit 
Na,CO, alkalisch gemacht. Dabei fiel neben der Aminoverbindung Zinnsiure aus, 
und das Reaktionsprodukt farbte sich durch Oxydationsprodukte der freien Base 
dunkelgriin bis braun. Das Gemisch wurde abfiltriert, auf dem Wasserbad zur 
Trockne gebracht, pulverisiert und im Soxleth mit Ather extrahiert. Die Ather- 
losung wurde filtriert, der Ather abdestilliert und der Riickstand im Vakuum destil- 
liert. Bei 160—180° ging das 2-Brom-5-amino-pyridin (IX) iiber und erstarrte 
in der Vorlage. Es kann aus Wasser umkristallisiert werden, wobei man lange 
Nadeln erhalt, die in Ubereinstimmung mit den Angaben von Binz und v. Schickh 
bei 76° schmelzen. Ausb. 2,2 g. 


5-Nitro-pyridin-carbonsaure-(2)-amid (IV) 

24 g Dipheny] wurden mit 17 g 2-Brom-5-nitro-pyridin und 9 g Cu,(CN), 
in einem weithalsigen 100 cem-Rundkolben zusammengeschmolzen und die Mischung 
unter Riihren (Riihrer durch ein kurzes Steigrohr) im Metallbad auf 205—210° 
erhitzt. Nach etwa 2 Stdn. begann der bis dahin weiche Bodensatz zu verklumpen, 
so da8 das Riihren schwierig wurde. Die Schmelze wurde darauf in einen Morser 
ausgegossen und nach dem Erkalten zerrieben. Der im Kolben verbliebene schwarze 
Riickstand wurde pulverisiert und mehrmals mit Aceton extrahiert. Die vereinigten 
Extraktionslésungen (200 ccm) wurden filtriert und zu der pulverisierten Schmelze 
gegeben, die sich leicht darin aufléste. Die Lésung wurde in 300 ccm einer Mischung 


* Fri. I. Wimmers danken wir fiir ihre Mithilfe bei den Versuchen. 
** Alle Schmelzpunkte sind unkorrigiert. 
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von konz. Salzsiure, Wasser 1:1 eingegossen, wobei das Dipheny] ausfiel, wahrend 
das Nitronitril (III) in Lésung ging. Das Diphenyl wurde abfiltriert, mit 150 com 
verd. HCl gut verrieben und nochmals filtriert (es kann nach dem Trocknen zu 
weiteren Umsetzungen benutzt werden). Die vereinigten HCl-Lésungen wurden 
im Vakuum eingeengt; dabei ging noch etwas Dipheny] mit iiber, das im Destillat 
als milchige Triibung erschien. Nach einiger Zeit schieden sich aus der eingeengten 
Lésung Kristalle des Nitroamids (IV) ab, die nach Abfiltrieren und Trocknen einen 
Schmp. von 238—243° zeigten (2,4 g). Das Filtrat wurde weiter eingeengt und 
dann mit Wasser verdiinnt. Dabei wurden nochmals 2,2 g Kristalle vom Schmp. 
234— 240° gewonnen. Nun wurde mit NaOH alkalisch gemacht, wobei ein rot- 
oranger Niederschlag ausfiel (1,6 g), der nach Umkristallisieren aus Eisessig noch- 
mals 1,0 g reines Amid vom Schmp. 246— 247° lieferte. Aus dem alkalischen End- 
filtrat wurden nach Ansauern mit Kisessig 0,4 g eines bei 204—205° schmelzenden 
Kristallisats isoliert, das nach Umkristallisieren aus Wasser einen Schmp. von 
211— 212° (Zers.) zeigte und sich als Nitrosiure V erwies (siehe weiter unten!). 
Die Gesamtausbeute an Rohamid betrug 6,2 g (44°/, d. Th.). Durch Umkristal- 
lisieren aus Eisessig nach Behandlung mit Kohle wurde das reine 5-Nitro-pyridin- 
carbonsaure-(2)-amid (IV) in gelblichen Blaittchen vom Schmp. 246—247° 
erhalten. Es 148t sich im Hochvakuum sublimieren. Zur Analyse wurde es im Va- 
kuum bei 100° getrocknet. 

24,20 mg Sbst.: 37,97 mg CO,, 6,28 mg H,O. — 2,032 mg Sbst.: 0,452 cem 
N, (734mm, 22,5°). 

C,H,O,N;. Ber. C 43,12, H 3,02, N 25,15. 

-Gef. C 42,82, H 2,90, N 24,93. 


5-Nitro-pyridin-nitril-(2) (III) 

0,5 g 5-Nitro-pyridin-carbonsaure-(2)-amid wurden mit Phosphor- 
pentoxyd in einer kleinen Retorte bei einem Vakuum von 1 mm erhitzt. Dabei 
ging eine gelbliche Flissigkeit iiber, die in der Vorlage erstarrte. Das erhaltene 
5-Nitro-pyridin-nitril-(2) (III) wurde nochmals im Vakuum destilliert und 
zeigte dann einen Schmp. von 43° (Schmelzpunktmikroskop nach Kofler). 

1,866 mg Sbst.: 0,469 com N, (729 mm, 18,5°). 

C,H,0,N;. Ber. N 28,16. Gef. 28,23. 


5-Nitro-pyridin-carbonsaure-(2) (V) 

4,6 g Amid IV (Rohprodukt) wurden in 100 com HCl 2 Stdn. gekocht. Die 
Lésung wurde mit Wasser verdiinnt, worauf alsbald die Saéure V auskristallisierte, 
3,5 g. Aus der Mutterlauge lieB sich noch etwas Substanz gewinnen. Nach dem 
Umkristallisieren aus Wasser wurde die 5-Nitro-pyridin-carbonsaure-(2) (V) 
in schwach gelblichen Blattchen vom Schmp. 211—212° (Zers.) erhalten, die beim 
Trocknen auf dem Wasserbad triibe wurden (Kristallwasser). Zur Analyse wurde 
bei 100° bis zur Gewichtskonstanz getrocknet. 

28,98 mg Sbst.: 45,50 mg CO,, 6,04 mg H,O. — 2,848 mg Sbst.: 0,408 ccm N, 
(740 mm, 18,5°). 

C,H,O,N,. Ber. C 42,86, H 2,40, N 16,67. 

Gef. C 42,84, H 2,33, N 16,34. 

Die Saure lést sich leicht in Natriumbicarbonat- oder Sodalésung, nicht 
dagegen in Natronlauge, da hierbei ein rotes, schwer lésliches Salz ausfallt (Nitro- 
gruppe). Auch aus der soda-alkalischen Liésung fallt beim Zusatz von Natron lauge 
das gleiche Salz aus. 

5-Amino-pyridin-carbonsaure-(2) (VI) 

4g Nitrosaure (V) wurden in 200 cem konz. Ammoniak aufgeschwemmt 
und in die eisgekiihlte Suspension H,S bis zur Sattigung eingeleitet. Die Nitro- 
saure léste sich dabei vollig. Die Lésung wurde gekocht, bis sich Schwefel abschied 
und der Geruch nach H,S verschwunden war, hei vom ausgeschiedenen Schwefel 
abfiltriert, dann mit Exsigsiure angesiuert und mit Tierkohle filtriert. Darauf 
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wurde die Lésung im Vakuum zur Trockne eingedampft und der Trockenriickstand 
mehrmals aus Methanol umkristallisiert. Man erhielt so die 5-Amino-pyridin- 
carbonsaure-(2) (VI) (5-Amino-picolinsaéure) in rechteckigen Platten vom 
Schmp. 218—219° (Zers.). Ausbeute 70°/, der eingesetzten Nitrosiure. Zur Analyse 
wurde bei 130° im Hochvakuum getrocknet. 

4,598 mg Sbst.: 9,600 mg CO,, 1,990 mg H,O. — 2,094 mg Sbst.: 0,377 com 
N, (731 mm, 19,5°). 

C,H,O.N,. Ber. C 52,18, H 4,38, N 20,29. 

Gef. C 52,40, H 4,45, N 20,21. 


5-Amino-pyridin-carbonsaure-(2)-athylester (VII) 

0,7 g Aminopicolinséure (VI) wurden in 100 ccm absol. Alkohol gelést. 
Die Lésung wurde auf dem Wasserbad gekocht und gasférmige Salzsiure ein- 
geleitet bis zur Sattigung. Dann wurde das Lésungsmittel abdestilliert, der Riick- 
stand in wenig Wasser aufgenommen, mit Tierkohle filtriert und mit Natrium- 
bicarbonat neutralisiert. Bei 12-stdg. Stehenlassen bei 0° schieden sich gelbliche 
Kristalle vom Schmp. 125—128° ab, die mehrmals aus heifem Alkohol umkristal- 
lisiert wurden. Der-so erhaltene reine 5-Amino-pyridin-carbonsaure-(2)- 
athylester (VII) schmolz bei 131—132°. Zur Analyse wurde bei 81° im Vakuum 
getrocknet. 

2,859 mg Sbst.: 0,427 com N, (732 mm, 22°). 

C,H,,0.N2. Ber. N 16,86. Gef. N 16,64. 


5-Acetylamino-pyridin-carbonsaure-(2) 

0,1 g Aminopicolinsaure (VI) wurde in einem Gemisch von 2 ccm Pyridin 
und 2cem Essigsiureanhydrid 12 Stdn. bei Zimmertemperatur aufbewahrt, 
Die Lésung wurde im Vakuum stark eingeengt und mit Tetrahydrofuran angespritzt 
Dabei kristallisierte die 5-Acetyl-amino-pyridin-carbonsaure-(2) aus, die nach 
Umkristallisieren aus Tetrahydrofuran bei 220—221° schmolz. Zur Analyse wurde 
bei 130° im Vakuum getrocknet. 

3,129 mg Sbst.: 0,427 com N, (744mm, 19°). 

C,H,O,N,. Ber. N 15,55. Gef. 15,62. 


5-Oxy-pyridin-carbonsaure-(2) (VIII) 

0,5 g Aminopicolinsaure (VI) wurden mit 0,35 g NaNO, in schwefelsaurer 
Losung diazotiert und verkocht, bis die Diazoreaktion negativ war. Die heiBe 
Lésung wurde dann mit festem Natriumacetat abgepuffert. Beim Erkalten kristal- 
lisierte das Monohydrat der 5-Oxy-pyridin-carbonsaure-(2) (VIII) in glinzenden 
Nadeln aus, das nach Umkristallisieren aus Wasser bei 258° schmolz. Ausb. 0,35 g 
Rohprodukt. Die Substanz wurde lufttrocken zur Analyse gegeben. 

5,295 mg Sbst.: 8,895 mg CO,, 2,120 mg H,O. — 3,261 mg Sbst.: 0,263 com 
N,, 23,59, 742 mm. 

C,H,0O,N.H,O. Ber. C 45,58, H 4,46, N 8,86. 

Gef. C 45,83, H 4,48, N 9,05. 

Der Schmp. des Monohydrats stimmt mit dem von Bellmann"™ angege- 
benen iiberein. Die Saéure gibt mit Ferri-lonen eine gelbrote Phenolreaktion. 
Sie sublimiert im Hochvakuum. Das Diazotierungsprodukt der Aminopicolin- 
sure (VI) kuppelt mit f-Naphthol zu einem roten Farbstoff. 


Zusammenfassung 


Es wird eine Synthese der 5-Amino-picolinséure beschrieben, aus- 
gehend von 2-Brom-5-nitro-pyridin. Die Saure zeigt schwache bak- 
teriostatische Wirkung, ebenso auch die 5-Nitro-picolinséiure und deren 
Amid. Der 5-Amino-picolinséureaithylester besitzt lokalaniasthetische 
Wirkung. 
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Eine neue Methode zur Bestimmung des Calciums im Blutserum 
Von 
H. Flaschka und A. Holasek 


Aus dem Medizinisch-chemischen Institut und Pregl-Laboratorium der Universitat Graz 
(Vorstand: Prof. Dr. H. Lieb) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 9. August 1951) 


Die Bestimmung des Calciums im Blutserum wird fast ausschlieB- 
lich iiber die Fallung als Oxalat mit anschlieBender Permanganat- 
titration durchgefiihrt. Die Zahl verschiedener Modifikationen ist 
iiberaus groB und bis in die jiingste Gegenwart werden Untersuchungen 
iiber dieses Thema ver6ffentlicht, woraus zu schlieBen ist, daB die 
Methode nicht voll befriedigt. Obwohl man mit ihr genaue Resultate 
erzielen kann, ist die Methode zeitraubend, umstandlich und birgt zahl- 
reiche Fehlerméglichkeiten, die nur durch peinlichste Genauigkeit, 
groBe Ubung und strengste Einhaltung der Vorschriften ausgeschaltet 
werden kénnen, Umstinde, die man bei Serienanalysen gerne vermeiden 
mochte. 

Vorausgeschickt sei, daB wir uns mit einer fiir klinisch-diagnostische 
Zwecke ausreichenden Genauigkeit von 1—2°% des Calciumwertes, 
also mit einer Schwankung von 0,1—0,2 mg®, Ca begniigen wollen 
und auch kénnen. Solange Vereinfachungen nicht zu einer Uber- 
schreitung dieser Fehlergrenzen fiihren, sollen sie zugunsten leichterer 
Durchfiihrung und vermehrter Zeitersparnis eingefiihrt. werden. Die 
iibliche Art der Bestimmung, insbesondere wenn nicht das Mittel aus 
einer Doppelbestimmung genommen wird, ist mit mindestens diesem 
Fehler behaftet, weshalb man auch von der Angabe der zweiten Dezimale 
unbedingt absehen sollte, da dies eine nicht gegebene Genauigkeit vor- 
taiuscht. 

Die Unzulanglichkeiten der bisherigen Methode liegen nicht so sehr in der 
Anwendung auf die Calciumbestimmung im Serum, als vielmehr in der Arbeits- 
weise selbst. 

Die bei der Zugabe von Ammoniumoxalat zum Serum, sei es mit einem Puffer 
versetzt oder nicht, bewirkte Fallung von Calciumoxalat ist quantitativ, sofern 
das py iiber etwa 5 liegt und geniigend Zeit zur Bildung des Niederschlages zur 
Verfiigung steht, wozu meist 6 bis 12 Stdn. vorgeschrieben werden. Die Fallung 
muB8 in der Kalte vorgenommen werden, da sonst das Eiweif koaguliert. Kalt 
gefailltes Calciumoxalat besteht aber aus auBerst feinen, schwer abzentrifugier- 
baren Nadeln von recht hohem Lésungsbestreben. Gerade letzteres ist aber fiir 
das Waschen des Niederschlages von héchster Bedeutung. Man titriert ja nicht 
das Calcium, sondern das Oxalation. Wird zu wenig gewaschen, dann verbleibt 
etwas Fallungsmittel im Niederschlag und man erhalt Uberwerte. Wascht man zu 
griindlich, dann geht wegen der Kleinheit der Kristalle nur allzu rasch etwas vom 
Niederschlag in Lésung. Den Waschvorschriften ist daher bei allen Modifikationen 
gréBte Beachtung geschenkt. 

Oftmals mitausfallende kleine EiweiBflocken halten einerseits schwer aus- 
zuwaschendes Fallungsmittel fest und reduzieren andererseits auch selbst Per- 
manganat. Daher wird vielfach eine EnteiweiBung des Serums vorgeschrieben. 
Man benétigt dann aber etwas mehr Serum, was in Kinderspitaélern unerwiinscht 
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ist, und lauft, worauf manche Autoren hinweisen, Gefahr, daB hierbei unkontrollier- 
bare Calciummengen mitgerissen werden. 

Um diesen Fehler kommt man herum, wenn man nach Rothlin und Bidder! 
verascht. Man kann dann in der Siedehitze fallen, wodurch gréBere Kristalle 
erhalten werden, die gegen das Waschen nicht so empfindlich sind. Das Veraschen 
bedarf aber zusatzlicher Gerate und vor allem Zeit, so daB es sich fiir Serien- 
analysen in klinischen Laboratorien kaum eingebiirgert hat. Um mitgerissene 
organische Teilchen zu entfernen, gliihen Lindgen und Rodeck? den Oxalat- 
niederschlag, lésen ihn und fallen dann erneut. Auch dies bedeutet ein Mehr an 
Arbeit und Zeit, zu dem ohnehin schon betrachtlichen Aufwand des meist vor- 
geschriebenen dreimaligen Waschens, das mit Aufwirbeln des Niederschlages, 
Austarieren der Réhrchen und Zentrifugieren (5—10 Min.) verbunden ist. 

Die Titration wird mit 0,01-n.Kaliumpermanganat durchgefiihrt. Die In- 
konstanz des Titers solcher verdiinnter Lésungen macht ihre tagliche Neubereitung 
mit Ermittlung des Wirkungswertes nétig. Dariiber hinaus sind die der Titration 
zugrunde liegenden chemischen Vorginge sehr verwickelt und das. Ergebnis ist 
vom Sauregehalt der Lésung sowie von der Temperatur und damit bei der geringen 
Fliissigkeitsmenge, wegen ihres raschen Abkiihlens, indirekt von der Titrations- 
geschwindigkeit abhingig. Ein Blindwert ist meist zu beriicksichtigen (,,Indikator- 
korrektur“, reduzierende Substanzen in der Schwefelsiure usw.). Die verbrauchte 
Menge MaBlésung liegt bei Verwendung von 2 ml Serum nahe bei 1 ml Lésung. 
Bei einer Ablesegenauigkeit der iiblichen Biiretten von 0,01 ml ist damit eine 
maximale Genauigkeit von etwa 1% gegeben. 

Die Verwendung von Cerisulfat als Titrationsmittel, die sich allenthalben 
einzubiirgern beginnt, umgeht einen GroBteil der oben genannten Schwierig- 
keiten. Man hat mit einer konstanten Lésung zu tun, kann in der Kalte arbeiten 
und Redoxindikatoren mit nahezu vernachlassigbarer Indikatorkorrektur ver- 
wenden. 


A. Entwicklung einer neuen Methodik 


Da zur Abscheidung des Calciums in Gegenwart von Magnesium 
bisher nichts besseres gefunden wurde als Oxalation, wird man wohl 
oder iibel bei dieser Fallung bleiben miissen. Hinsichtlich der Titrations- 
methode aber hat Schwarzenbach? mit der Einfiihrung der Kom- 
plexone in die analytische Chemie Bestimmungsmethoden fiir einige 
Kationen geschaffen, die an Einfachheit und Genauigkeit keinen Wunsch 
mehr offen lassen. 

Komplexon III (der Firma Siegried, Zofingen-Schweiz), 
das Dinatriumsalz der Athylendiamin-tetraessigsadure*, bildet 
mit Ca’, Mg’ und anderen zwei- und dreiwertigen Metallionen in 
schwach saurem bis alkalischem Medium Chelatkomplexe von solcher 
Starke, daB ein groBer Teil iblicher Fallungsmittel, wie Oxalat-, 
Hydroxyd-, Phosphation usw. keinen Niederschlag mehr erzeugen. Die 
Komplexbildung wird durch nachstehendes Formelbild veranschaulicht: 


* Die Saure kommt in Amerika unter dem Namen Versenic acid auf den 
Markt. Die Herstellerfirma Bersworth, Framingham, Mass. hat uns Substanz 
und Indikator zur Verfiigung gestellt, wofiir auch an dieser Stelle bestens ge- 
dankt sei. Die Substanz ist mit dem Trilon B der I.-G. Ludwigshafen (Badische 
Anilin- & Sodafabrik) identisch. 

1 E. Rothlin u. H. v. Bidder, Helv. physiol. pharmacol. Acta 3, 99 [1945]. 

2 E. Lindgen u. H. Rodeck, Klin. Wschr. 29, 424 [1951]. 

3 W. Biedermann u. G. Schwarzenbach, Chimia, Vol, 2/3, 1 [1948]. 
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Na0OC-CH CH,-COONa NaQOC-CH, CH,-COONa 
N-CH,-CH,-N + Ca” = N-CH,-CH,-N +2 
HOOC-CH, 7 \cH,-cooH «= /000-CH,“ \. “NCH, C00, 
tls 


= \ yo eee 
—~' Ca 


oder in der vereinfachten Schwarzenbachschen Symbolik: 
Na,H,Y + Ca’ = Na,CaY + 2 H. 


Calcium 14Bt sich nach Schwarzenbach mit zwei Indikatoren 
titrieren: Murexid und Eriochromschwarz T. Der Umschlag bei 
der Titration kleiner Calciummengen mit Murexid ist stark schleppend 
und wird auBerdem durch Blutserum gehemmt, so da8 es fiir den vor- 
liegenden Fall nicht in Frage kommt. Mit Eriochromschwarz T 
bilden, neben anderen Metallionen, Ca- und auch Mg-Ionen bei einem 
pu von 8—10 tief weinrote Komplexe, wihrend der Farbstoff allein 
bei dem angegebenen py kornblumenblau ist. LaBt man nun zu einer 
auf py 8—10 gepufferten, mit Eriochromschwarz T versetzten Calcium- 
lésung Komplexon-III-MaBlésung flieBen, dann wird das Calcium kom- 
plex gebunden. Zuletzt wird das im Indikator gebundene Calcium ver- 
braucht, wodurch der Umschlag von Weinrot nach Blau eintritt. Leider 
ist der Umschlag bei Calcium schleppend. Man kann aber den schlechten 
Ca-Endpunkt durch den viel besseren des Magnesiums sehr einfach 
ersetzen, indem man etwas Magnesiumlésung zusetzt. Das Calcium 
wird viel stérker komplex gebunden als Magnesium. Erst wenn alles 
Calcium in komplexer Bindung vorliegt, wird das Magnesium verbraucht 
und erzeugt seinerseits einen deutlichen Farbwechsel. Bei Mikro- 
titrationen erfolgt der Umschlag nicht von Weinrot sofort auf Blau, 
sondern geht iiber einen violetten Zwischenton, der den Endpunkt 
ankiindigt. Man titriert, bis der letzte rote Stich in der Farbe ver- 
schwunden ist, was auf einen Tropfen einer 0,001-n.Losung genau 
erkennbar ist. 

Die zur Endpunktserkennung zugefiigte Magnesiummenge mu 
bei der Berechnung beriicksichtigt werden. LEinfacher ist es, den 
Magnesiumkomplex (MgK,Y) zuzugeben, wodurch sich jede Korrektur 
eriibrigt. 

Wie man sieht, mu8 bei der Anwendung dieser Methode auf die 
Calciumbestimmung im Serum eine Trennung von Calcium und 
Magnesium vorgenommen werden. Die Vorteile sind aber trotzdem 
sehr groB, da der Niederschlag nicht gewaschen werden braucht und 
selbst eine 0,001-n.Lésung von Komplexon III durch direkte Einwaage 
hergestellt werden kann; diese ist bei Lagerung in GlasgefaéBen, die 
keine Ca- oder Mg-Ionen aus der Wand abgeben, praktisch unbegrenzt 
haltbar. 


Ein Waschen des Oxalatniederschlages eriibrigt sich, da ja hier nicht das 
Oxalat-, sondern das Calciumion selbst titriert wird. Der Uberschu8 an Fallungs- 
mittel braucht also nicht entfernt werden. Eine Stérung durch das im Serum vor- 
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handene Magnesium ist nicht zu befiirchten, wie aus nachstehender Uberschlags- 
rechnung hervorgeht. Es werden 2 ml Serum mit einem Gehalt von z. B. 3 mg% Mg 
verwendet, Die anwesende Menge Magnesium ist also 
32/100 = 0,06 mg Mg. 

Diese Menge ist nach Zugabe von Wasser und Oxalatlésung in einem Zentrifugen- 
glaschen in etwa 10 ml Fliissigkeit vorhanden. Nach dem Dekantieren bleibt 
etwa 0,1 ml Filiissigkeit zuriick. Diese enthalt 

0,06-0,1/10 = 0,0006 mg Mg. 
Diese Menge wird mittitriert und erscheint als Calcium auf. Dies macht umgerechnet 

—— = 0,05 mg% Ca. 
Ein Betrag also, der fiir diagnostische Zwecke zu vernachlassigen ist. Mit dem 
Fortfallen des Waschens ist aber bereits viel Zeit erspart und eine der genannten 
Fehlerquellen mit Sicherheit ausgeschaltet. 

Kine Stérung durch andere im Serum vorhandene Metallionen 
ist nicht zu befiirchten. Alkalien sind ohne EinfluB und alle sonstigen 
Metallionen sind in so verschwindend geringer Menge vorhanden, da 
sie nicht in Betracht kommen. 

Im allgemeinen geht also eine Analyse in folgender Art vor sich. 
Man versetzt das Serum mit Natriumoxalatlésung, riihrt gut um und 
bringt mit Wasser auf 10—15 ml. Dann laBt man iiber Nacht stehen 
und zentrifugiert. Die iiberstehende Fliissigkeit wird abgegossen. Jetzt 
lést man den Niederschlag in Salzsaéure. Dann fiigt man Mg-Komplexonat 
und schlieBlich Ammoniak zu. Das Magnesium hat hier zweierlei Funk- 
tionen zu erfiillen. Erstens ist es fiir den oben erwaihnten guten Farb- 
umschlag notig. Zweitens aber wird das Magnesium im Komplex durch 
das Calcium verdrangt und letzteres komplex festgehalten. Dies ist notig, 
da sonst ja bei Zugabe von Ammoniak das Calcium wieder als Oxalat 
gefallt wiirde. Durch geeignete Wahl der Mengen bzw. Konzentrationen 
von Salzsiure und Ammoniak, kann man erreichen, da8 sich der fiir 
die Titration nétige py-Wert von 8—10 von selbst einstellt. Man fiigt 
Indikator zu und titriert bis zum Umschlag Weinrot iiber Violett nach 


rein Blau. 


B. Ausfiihrung der Bestimmung 


I. Reagenzien 
1. Komplexon III 0,001-m; 0,3721 g Salz (Na,H,Y - 2H,O, Mol.-Gew. 372,1) 
werden in einem Ma8kolben aus Jenaer Glas zu 1000 ml mit aqua bidest. 
gelost. 
2. Indikator: 20 mg Eriochromschwarz T werden in 10 ml 96-proz. Alkohol 
gelést. Die Lésung soll gut verschlossen und im Dunkeln aufbewahrt werden. 
Sie ist nur kurze Zeit (einige Wochen) haltbar. Besser ist es, 0,1 g Indikator- 
-  pulver mit 10g Natriumchlorid p. a. in einer reinen Schale unter Reiben 
innigst zu mischen und zu jeder Titration eine Spatelspitze voll zu verwenden‘, 
* Die Mischung ist trocken aufbewahrt unbegrenzt haltbar. 
3. Kalium-Magnesium-Komplexonat fest. 
4. 1-n.Salzsaure. 





4 Nach H. Flaschka u. W. Schéniger, Z. analyt. Chem. 188, 321 [1951]. 
18* 
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5. 3-n.Ammoniak. 
6. Gesittigte Lésung von Natriumoxalat. 
7. Aqua bidestillata. 


II. Arbeitsvorschrift 


2,00 ml Serum werden in ein Zentrifugenglas einpipettiert, mit 
2 ml Natriumoxalat versetzt und etwa 5—8 ccm aqua bidest. zugesetzt. 
Mit einem Glasstibchen wird innig geriihrt und 6—12 Stdn. stehen- 
gelassen. Nun wird das Stabchen herausgenommen und mit aqua bidest. 
abgespiilt, das Glas wie iiblich austariert und bei 3000 U/Min. 10 Min. 
zentrifugiert. Die iiberstehende Fliissigkeit wird abgegossen und der 
Rand des Glases mit Filterpapier trocken gewischt. Man pipettiert 
nunmehr 1 ml Salzsaure ein und bringt den Niederschlag durch Riihren 
mit dem Glasstabchen in Lésung. Einige bisweilen herumschwimmende 
EiweiBteilchen sind ohne stérenden Einflu8. Man ‘benetze auch bei 
schrag gehaltenem Rohrchen die oberen Teile der Wandung. Nun figt 
man 2—3 mg Magnesiumkomplex zu, wobei man sich vorteilhaft eines 
kleinen Léffelchens mit ausgemessenem Fassungsraum bedient. Jetzt 
werden 2ml Ammoniak zupipettiert und gut umgeriihrt. Eine aus- 
probierte Indikatorlésung oder besser Indikatorpulver wird zugegeben 
(mittels Léffelchen), so daB eine deutliche weinrote Fiarbung entsteht. 
Sodann titriert man mit der KomplexonmaSlésung bis zum Umschlag 
nach rein Blau. 


Komplexonlésungen (auch sehr verdiinnte) sind haltbar, wenn man GefaBe 
verwendet, die keine Ca- oder Mg-Ionen aus der Wand abgeben (z. B. Jenaer Glas, 
das schon lange im Gebrauch war). Ist man nicht sicher, daB das Glas einwandfrei 
ist, empfiehlt es sich, den Faktor der Komplexonlésung an einer Mg-Liésung genau 
bekannten Gehaltes zu ermitteln. Am sichersten ist es, eine paraffinierte Flasche 
zu verwenden. Es wird empfohlen, sowohl Wasser als auch Reagenslésungen 
auf Freiheit von Ca’” und Mg” zu priifen. 


Berechnung der Analyse. Bei Verwendung von 2 ml Serum: 


Verbrauchte ml 0,001-m.Komplexonlésung x 2 = mg% Ca. 
Sollte die Komplexonlésung nicht genau 0,001-m. sein, ist noch mit 
dem Faktor zu multiplizieren. 

Die Durchfihrung kann in ganz gleicher Art auch mit 1 ml Serum 
erfolgen; fiir die Berechnung ist der Verbrauch dann mit 4 zu multi- 
plizieren. 


C. Beleganalysen 


Bei Analysen wisseriger Lésungen mit Calcium-, Magnesium- und Phosphat- 
gehalten von der ungefahren Zusammensetzung von Blutserum bzw. einer Auf- 
lésung von Serumasche stimmten die gegebenen und gefundenen Werte hervor- 
ragend iiberein. Magnesiumphosphat war bei dem geringen Phosphorgehalt, dem 
gegebenen py, dem Mangel an Ammoniak sowie wegen des Uberschusses von 
Oxalationen nicht mit ausgefallen. Die Gonauigkeit solcher Calciumtitrationen 
soll an anderem Orte ausfiihrlicher behandelt werden. 

Die Ergebnisse wurden verglichen mit den Werten, die nach der tiblichen 
Permanganatmethode und nach einer Veraschung nach Rothlin gewonnen 
wurden. Es wurden an einem Kuhserum folgende Werte erhalten: 
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Nach Rothlin: 9,3 mg%. 
Verascht und mit Komplexon titriert: 9,4 mg%. 


Ohne Veraschung 12 Stdn. stehenlassen: 9,3 9,4 
6 Stdn. stehenlassen: 9,3 9,2 
4 Stdn. stehenlassen: 9,2 9,2 


Demnach sind unter 6 Stdn. leicht Minuswerte zu erwarten. Es ergibt sich folgende 
Moglichkeit: man kénnte das Serum sofort nach der Fallung zentrifugieren. Viel- 
leicht besitzt der Minuswert dann einen konstanten Betrag und kénnte durch eine 
Korrektur beriicksichtigt werden. Auf diese Art wire eine Calciumbestimmung 
in 25 Min. durchfiihrbar. Diesbeziigliche Serienuntersuchungen sind im Gange, 
woriiber gegebenenfalls spaiter berichtet werden soll. 

Weitere Vergleiche zwischen nach der alten und der Komplexonmethode 
erhaltenen Werten: 


22 
vo Go 








Serumbezeichnung | Komplexonmethode alte Methode 
P 10,8 11,1 
M 10,6 10,4 
R 9,3 9,0 9,2* 
1 8,8 89 8,9 8,5* 9,0 
3 8,3 8,4* 8,3 8,2* 
B 9,3 9,4* 
Z 9,3 9,4 
L 10,5 10,6* 
K 9,3 9,4 








Die Ubereinstimmung der Werte verschiedener Experimentatoren ist, wie 
die Tabelle zeigt, durchaus zufriedenstellend. 


Der eine von uns (F) méchte Herrn Prof. Dr. Lieb fiir die am Institut ge- 
wahrte Gastfreundschaft den herzlichsten Dank aussprechen. 


Zusammenfassung 


Hine neue einfache, genaue und gegeniiber den bisherigen Methoden 
wesentlich verkiirzte Bestimmungsart fiir Calcium im Blutserum wird 
beschrieben. Man fallt das Calcium mittels Oxalats und titriert das 
abgeschiedene Calcium mit Komplexon gegen Eriochromschwarz T, 
Die reine Arbeitszeit fiir eine Bestimmung betrigt etwa 20 Minuter. 


* Die mit einem Sternchen versehenen Zahlen wurden von Fraulein Mensi 
an der Grazer Kinderklinik erhalten. Fiir diese Unterstiitzung der Arbeit sei auch 
an dieser Stelle bestens gedankt. 











Uber Salicylsiureester des Cholins 
Von 
Hans von Euler und Hans Hassel quist 
Aus dem Vitamin-Institut und Institut fiir organisch-chemische Forschung der Universitét Stockholm 
(Der Schriftleitung zugegangen am 11. August 1951) 


In Zusammenhang mit Studien unseres Arbeitskreises iiber Poly- 
arthritis! haben wir 1943—1945 auch Salicyl-cholin-Derivate dar- 
gestellt. Wahrend der Kriegsjahre war die Verbreitung auslandischer 
Literatur erschwert und auch unsere im Arkiv f. Kemi der Kgl. Schwedi- 
schen Akademie d. Wissenschaften publizierten Untersuchungen sind — 
wie eine im letzten Heft dieser Zeitschrift erschienene Mitteilung von 
Niemer und v. Schlichtegroll? zeigt — offenbar nur unregelmaBig 
zur Kenntnis deutscher Fachgenossen gekommen. Deswegen mag hier 
auf unsere auf das genannte Thema beziiglichen Arbeiten kurz hin- 
gewiesen werden. 
Der Gang unserer Synthese des Salicylsiure-cholinesterchlorids®, 
die nicht nur zu emem ,,sirupartigen Produkt‘, sondern zu einer gut 
kristallisierenden Substanz vom Schmp. 76° (unkorr.) fiihrte, war ein 
anderer als der von Niemer und v. Schlichtegroll eingeschlagene. 
Wir teilen ihn hier mit, gleichzeitig mit unseren Versuchen tiber das — 
physiologisch interessantere — Acetylsalicylsiure-cholinesterchlorid. 
20g Acetylsalicylsiure-8-chlorathylester werden in 20 ml Benzol 
gelést, abgekiihlt und mit 8 g Trimethylamin versetzt. Die Mischung wird im 
Bombenrohr bei 100° 24 Stdn. erhitzt, wobei Acetylsalicyl-cholinchlorid 
in Form farbloser Prismen ausfallt, welche abfiltriert und mit Benzol gewaschen 
werden. Das aus Aceton umkrist. Rohprodukt schmilzt bei 192° (unkorr.). Aus- 

beute etwa 25% der Theorie. Leicht léslich in Wasser und wiBrigem Alkohol. 

C,,H.,0,NCI. Ber. C 55,72, H 6,68, N 4,64, Cl 11,75, Mol.-Gew. 301,8. 
Gef. 54,15, 54,34, H,6,81, N 4,73, Cl 11,50, Mol.-Gew. 307,1*. 

In ganz analoger Weise wurde das Salicylsiure-cholinester- 
chlorid dargestellt. Die Substanz wurde durch dreimaliges Um- 
kristallisieren des Rohproduktes aus einer Mischung von Amylalkohol 
und Athylacetat als farblose Nadeln vom Schmp. 76° (unkorr.) ge- 
wonnen. 

C,,H,,0;NCl-H,0. Ber. H 7,26, N 5,04, Cl 12,77, Mol.-Gew. 277,7. 
Gef. H 7,37, 7,50, N 5,24, Cl 12,87, Mol.-Gew. 278,5*. 


* Gefrierpunkts-Messung in LEisessig. 

1H. v. Euler u. B. Hégberg, Ark. Kem. Mineral. Geol., Ser. B 17, Nr. 14 
[1943]. Die neueren Arbeiten dieser Serie betreffen die Einwirkung von Doca 
auf das rheumatische Fieber. H.v. Euler u. L. Heller, Ark. Kem. Mineral. 
Geol., Ser. B 8, Nr. 13 [1951]. 

2 H. Niemer u. A. v. Schlichtegroll, diese Z. 288, 51 [1951]. 

° H. v. Euler, H. Hasselquist u. B. Higberg, Ark. Kem. Mineral. Geol., 
Ser. A 18, Nr. 17 [1944]; 20, Nr. 20 [1945]. Daselbst Hinweis auch auf die Arbeit 
von Weizmann u. Bograchow, J. Amer. chem. Soc. 67, 154 [1945]. 
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Die bakteriostatischen Wirkungen des Acetylsalicylsiure-cholinesterchlorids 
auf Proteus vulg. und Staphylococcus aureus sind etwa doppelt so groB als die- 
jenigen der Acetylsalicylsaure®. 

Die Blutdrucksteigerung, untersucht an Katzen durch Professor 
U.S. v. Euler, erwies sich mit 2—5 mg Salicylséure-cholinesterchlorid 
gering. Mit 2 mg Acetylsalicylsiure-cholinesterchlorid wurde eine reine 
Senkung des Blutdruckes, mit 5 mg dieses Salicylsiure-cholin-Derivates 
eine kurze Steigerung und nachfolgende kriaftigere Senkung mit aus- 
gesprochener Bradycardie festgestellt. 

Im Anschlu8 hieran wurde der vorher noch nicht beschriebene 
Acetyl-p-aminobenzoesaure-cholinester dargestellt und auf seine physio- 
logischen Wirkungen gepriift+. 

Von weiteren Salicylsiure-cholinester-Derivaten sei noch erwahnt: 
Acetylsalicyloyl-p-aminobenzoesaure-cholinchlorid*, C,,H,;0;N,Cl, 
Schmp. 227,5°. 


Untersuchungen iiber die Biirzeldriise der Vogel 
I. Mitteilung 
Die Fettstoffe der Biirzeldriisen von Enten 


Von 
Giinther Weitzel und Karl Lennert 
Aus der Medizinischen Forschungsanstalt (Biochemische Abteilung) der Max-Planck-Gesellschaft 
zu Gottingen 


(Der Schriftleitung zugegangen am 15. August 1951) 


Fettsiuren mittlerer Kettenlainge (etwa von C, bis C,,) treten 
im Fett des Tierkérpers nur selten auf, die Hauptmenge der Fettsiuren 
entfallt auf die Kettenlingen C,, und C,,. Beim Menschen sind es, 
soweit bisher bekannt, nur die Driisen der Haut einschlieBlich der 
Milchdriise, welche regelmaBig mittlere Fettsiuren produzieren. Dabei 
handelt es sich im Milchfett um kleine Anteile fliichtiger, stets gerad- 
zahliger Fettsiiuren, wahrend fiir das Fett der Hautoberflache bis 
jetzt nur im speziellen Fall der behaarten menschlichen Kopfhaut ein 
geringer Gehalt an gerad- und ungeradzahligen freien Fettséuren von 
C, an aufwirts nachgewiesen werden konnte!. Ob auch der sonstige 
menschliche Hauttalg mittlere Fettsiuren enthalt, ist noch nicht ge- 
klart. Fettsiuren mittlerer Kettenlinge nehmen in mancher Hinsicht 


4H.v. Euler, U.S.v.Euler u. H. Hasselquist, Ark. Kem. Mineral. 


Geol., Ser. A 20, Nr. 16 [1945]. 
1 A.W. Weitkamp, A.M.Smiljanic u. 8. Rothman, J. Amer. chem. 


Soc. 69, 1936 [1947]. 
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eine biologische Sonderstellung? ein: sie hemmen z. B. das Wachs- 
tum gewisser Bakterien und Pilze und verhalten sich im Stoffwechsel 
des héheren Tieres anders als die Fettsiuren iiber C,.. Wir wandten 
uns daher der Frage zu, ob an anderen Stellen im Tierreich ebenfails 
Fettsiuren mittlerer Kettenlinge im Hautfett auftreten und ob hier 
ein allgemeines Prinzip in der chemischen Zusammensetzung des Fettes 
der Ké6rperoberflaiche vorliegt. Als geeignetes Untersuchungsobjekt 
erwies sich die Biirzeldriise (Glandula uropygii, ,,preen gland‘), 
welche die Vogel an Stelle der bei den Saiugetieren iiber die ganze K6rper- 
oberfliche verteilten Talgdriisen als besonderes Organ besitzen. Die 
Aufgabe dieser Driise besteht in der Bildung eines fettigen Sekretes. 

Die Biirzeldriise findet sich als paarig angelegtes Organ iiber den 
letzten Schwanzwirbeln, ihre beiden Hialften liegen links und rechts 
von der Mittellinie des Biirzels. Die Austrittséffnungen der beiden Aus- 
fiihrungsginge befinden sich nebeneinander in einer Zitze, welche etwa 
14, em tiber das Niveau der umgebenden Haut herausragt. Die beiden 
Driisenkérper haben bei Enten ungefaihr ErdnuBgréB8e. Bei den einzelnen 
Vogelarten ist die GréBe der Driise sehr verschieden; am gréBten ist. 
sie bei Wasservogeln, wesentlich kleiner bei Arten, die weder schwimmen 
noch waten, die Driise fehlt bei einigen Papageien, Tauben und den 
Laufvégeln, z. B. StrauB und Trappe. Das fettige Driisensekret, dessen 
Konsistenz salbenartig bis dlig ist, wird vom Vogel mit dem Schnabel 
ausgedriickt und sehr sorgfaltig itiber die Federn verteilt, indem diese 
durch den gefetteten Schnabel gezogen werden. 

Uber Morphologie (siehe hierzu die folgende Mitt. dieser Reihe) und Funktion 
der Driise liegen nur wenige Arbeiten, zum Teil ehrwiirdigen Alters, vor. Die alteste 
exakte Beschreibung stammt von Kaiser Friedrich II. (1194—1250)% 45, dem 
Enkel Barbarossas, der in seinem Falkenbuche (,,Uber die Kunst, mit Végeln 
zu jagen‘) die Aufgabe des Driisensekretes darin sieht, das Gefieder gegeniiber 
Wasser unbenetzbar zu machen. AuBerdem nimmt er an, das Sekret sei giftig 
und diene den Raubvégeln, die ihre Klauen damit beschmieren, zur Vergiftung 
und rascheren Tétung der Beute. Diese letztere Annahme erwies sich als irrtiimlich, 
ebenso wie die Anschauung von Paris®, die Biirzeldriise sei eine Duftdriise und 
habe keine anderen physiologischen Funktionen. Nach einer Mitteilung von Bech- 
stein’ tritt bei Verstopfung des Driisenausfiihrungsganges eine als ,,Darre“‘ be- 
zeichnete Krankheit auf, die durch Ausraumen des Ganges mit einer Nadel be- 
hoben werden kann. Verschiedene Autoren studierten die Ausfallserscheinungen 
nach operativer Entfernung der Biirzeldriise. Kossmann® konnte dabei an 
zwei Tauben keine nachteiligen Verinderungen am Gefieder beobachten, Versuche 


2 G. Weitzel, Dtsch. Med. Wschr. 75, 1616 [1950]. 

3 Friedrich II. v. Hohenstaufen, ,,De arte venandi cum avibus“. Aus 
der Handschrift zum 1. Male gedruckt: Augsburg 1596. 

4 Reliqua librorum Friderici II. Imperatoris. Herausgegeben von J. G. 
Schneider, Leipzig 1788. 

5 Friedrich II., ,,Von der Kunst, zu beitzen“, iibersetzt von J. E. Pacius, 
Onolzbach 1756. 31. Kapitel: ,,Von der Oldriise.“ 

6 P. Paris, Arch. Zoo. expér. gén. 58, 139 [1913]. 

7 J. M. Bechstein, ,,Gemeinniitzige Naturgeschichte Deutschlands“. Leipzig 


1791 


é R. Kossmann, Z. Zoologie 21, 568 [1871]. 
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von Lunghetti® und Paris® an Hiihnern verliefen ebenfalls negativ. Andere 
Ergebnisse an Hiihnern, Tauben und Enten mit exstirpierter Biirzeldriise erhielt 
Hou?®, Danach liefert die Biirzeldriise Vorstufen des D-Vitamins und steht damit 
in Beziehung zur Rachitis, denn bei Vitamin-D-armer Diat werden rachitische 
Hiihnchen mit intakter Biirzeldriise durch Ultraviolett-Bestrahlung geheilt, solche 
mit entfernter Driise dagegen nicht. Bei ausreichender Fiitterung antirachitischer 
Substanzen fiihrt jedoch der Ausfall der Biirzeldriise nicht zu Rachitis. Sehr 
deutlich lieBen sich bei Enten einige Wochen nach Wegnahme der Driise die Aus- 
fallserscheinungen erkennen!®, Neben Schiden am Federkleide (Verfarbung, 
Struppigwerden, Ausfall) traten auch Stérungen beim Schwimmen auf; z. B. 
konnten Tiere in Wasser vcn 10° ihre Kérpertemperatur nicht aufrecht erhalten}. 

In zwei kiirzlich erschienenen Arbeiten teilten Cater und Lawrie neben 
morphologischen auch einige histochemische Beobachtungen an Driisen von 
Hiihnchen und Enten mit. Sie wiesen Glykogen, Fett und saure Phosphatase 
im Driisengewebe nach, bestimmten den Ascorbinséuregehalt und fanden eine 
Esterase, die kurzkettige Fettsiureester hydrolysiert. Lipase und Cholinesterase 
waren nicht nachweisbar. 

Mit der chemischen Aufarbeitung und Identifizierung der in der 
Birzeldriise enthaltenen Fettstoffe befassen sich dagegen nur zwei altere Arbeiten: 
Die eine wurde 1879 von de Jonge in Hoppe-Seylers Stra8burger Institut 
ausgefiihrt, die andere stammt von Réhmann? aus Breslau (1904). De Jonge 
untersuchte das Sekret von Gansen und wilden Enten; in beiden Fallen konnte 
er nach der Verseifung die Anwesenheit fliichtiger Fettsiuren — er vermutete 
Capron-, Capryl- und Caprinsiure — wahrscheinlich machen. Besonders das Sekret 
der Enten enthielt einen relativ gro8en Anteil solcher Saéuren, so da8 der Autor 
ihre Entstehung durch postmortale Prozesse in Betracht zog. Die héheren Fett- 
siuren trennte er iiber die Barium- und Bleisalze in feste und fliissige, ohne sie 
aber im einzelnen zu identifizieren. Der Hauptbefund de Jonges lag in der Fest- 
stellung, daB das Unverseifbare fast nur aus einem hochmolekularen Alkohol 
bestand, den er als Cetylalkohol ansah und der mengenmaBig etwa 40% der 
atherléslichen Substanzen des Biirzeldriisensekretes ausmachte. Daraus ging 
bereits die spezifische Zusammensetzung des Sekretes hervor, es war nicht als 
Fett“ im tiblichen Sinne zu betrachten. R6hmann? untersuchte die Biirzel- 
driisen von Gansen und zeigte, daB im Unverseifbaren nicht, wie de Jonge ge- 
glaubt hatte, Cetyl-, sondern Octadecylalkohol vorlag, und zwar dieser 
allein; benachbarte Kettenlangen fanden sich nicht. Auch hinsichtlich der fliich- 
tigen Fettsauren (unter C,,) stimmte Réhmann mit de Jonge nicht iiberein, 
denn er erhielt nur einmal eine sehr geringe Menge einer Saure, die vielleicht 
Caprylsiure war (ber. aus dem Ag-Gehalt des Silbersalzes). Die Fraktion der 
héheren, festen Fettsauren hielt R6hmann fiir ein Gemisch aus Stearin- und 
Palmitinsiure, vielleicht mit beigemengter Myristin- und Laurinsaure, in den 
héheren fliissigen Fettsiuren vermutete er neben Olsaure noch weitere fliissige 
Sauren. Offenbar handelt es sich im Biirzeldriisensekret um ein sehr kompliziertes 
Fettsiuregemisch, denn die Isolierung einer einheitlichen Séurekomponente und 
deren regelrechte Identifizierung ist R6hmann nicht gelungen. Aus seinen Ana- 
lysen ergab sich jedoch ein auffallender Befund: Er erhielt u. a. eine Fraktion 
fliissiger Sauren, deren Molekulargewicht zwischen Laurin- und Myristinsaiure 


® B. Lunghetti, Arch. mikr. Anat. Entw. 69, 264 [1907]. 

10 H. Ch. Hou, Chines. J. Physiol. 2, 345 [1928]; 8, 171 [1929]; 4, 79 [1930]; 
5, 11 [1931]; s. a. Chem. Abstr. 24, 5347, 5804. 
' 11H. R. Knowles, E. B. Hart u. J. G. Halpin, Poultry Science 14, 33 
1935]. 
12 W. Biedermann, Ergebn. d. Biologie 6, 508—521 [1930] (Ubersicht). 
13 D. B. Cater u. N. R. Lawrie, J. Physiol. 111, 231 [1950]; 112, 405 [1951]. 
14D. de Jonge, diese Z. 8, 225 [1879]. 
15 F. Réhmann, Beitr. Chem. Physiol. Pathol. 5, 110 [1904]. 
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lag, die kein Jodbindungsvermégen besafBen und optisch aktiv waren. Er hielt 
sie fiir ,,lsomere der Laurin- und Myristinsaure‘, hat aber diese bemerkens- 
werte Beobachtung offensichtlich nicht weiter verfolgt. 


Ergebnisse der eigenen Untersuchungen 


Die Fettstoffe der Birzeldriisen von Enten wurden mit Aceton 
und Ather herausgelést; die Priparation der Driisen, die Gewinnung 
des Fettes und seine Aufarbeitung sind im Versuchsteil beschrieben. 
Wir fanden als Mittelwerte von 315 Driisen: 

Durchschnittliches Gewicht einer Driise: 4,27 g. 
Durchschnittliche Zusammensetzung der Driisen: 
51,1% Wasser 
30,3% Atherlésliche Stoffe 
18,6% Extrahiertes Gewebe, d. h. nicht atherlésliche Stoffe. 
Die atherldslichen Stoffe der Driisen stellen ein gelbes Ol von charakte- 
ristischem Geruch dar; bei langerem Aufbewahren oder in der Kalte 
fallt ein schwerer léslicher Anteil aus. Kennzahlen: Die Saurezahl 
lag bei 0,5—2,0, die Jodzahl zwischen 8 und 12. Die Verseifungszahl 
schwankte zwischen 135 und 145. Der Cholesteringehalt belief sich auf 
1,4%, kolorimetrisch nach Trappe!® auf Grund der Reaktion von 
Tschugaeff!” bestimmt. 

Durch Eintragen der konzentrierten aitherischen Lésung des Ge- 
samtfettes in Aceton wurden die Phosphatide ausgefallt und abgetrennt ; 
ihre Menge war gering, sie macht ungefahr 1,5°, des Gesamtfettes aus. 
Sie wurden nicht weiter aufgearbeitet. 


Das Unverseifbare 


Nach der Verseifung des Gesamtfettes erhielt man das Unverseif- 
bare durch Ausziehen der in waBrigem Athanol gelésten Kaliseifen mit 
Petrolither; es entsprach mengenmaBig etwa der Halfte des Gesamt- 
fettes. Schon durch mehrfaches Umkristallisieren des Unverseifbaren 
aus Aceton und Benzol lieB sich reiner Octadecylalkohol gewinnen, 
Schmp. 59—59,5°. In einer anderen Aufarbeitung wurde das Unver- 
seifbare in die Acetate iiberfiihrt und iiber eine Fillkérperkolonne 
fraktioniert. Dabei ergaben sich keine Anhaltspunkte fiir die Anwesen- 
heit anderer héherer Alkohole, Vorlauf und Nachlauf lagen im Siede- 
bereich dieses Alkohols, C,, oder Cy) waren nicht nachweisbar. Nach 
Verseifung der Acetate lieferten alle Fraktionen reinen Octadecyl- 
alkohol, ihre Urethane waren identisch (siehe Versuchsteil). 


Glycerinbestimmung 


In der aus der Verseifung erhaltenen wiSrigen Lésung wurde nach 
Entfernen des Unverseifbaren, der Fettsiiuren und der nichtwaBrigen 


16 W. Trappe, diese Z. 278, 177 [1942]. 
17 L. Tschugaeff u. A. Gasteff, Ber. dtsch. chem. Ges. 42, 4631 [1909]. 
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Lésungsmittel der Glyceringehalt nach Malaprade?*?*® mit Perjodat 
bestimmt. Man fand durchschnittlich 1,5°, Glycerin, berechnet auf das 
Gesamtfett. 

Als Ergebnis von drei verschiedenen Aufarbeitungen setzt sich 
das mit Aceton und Ather extrahierte Gesamtfett der Biirzeldriisen 
von Enten aus folgenden Anteilen zusammen: 

Phosphatide: etwa 1,5% Glycerin: etwa 1,5% 
Cholesterin: etwa 1,4% Octadecanol: etwa 48,0% 
Fettsiuren: etwa 47,6% 


Die Fettsiuren 


Die Verseifung von 100g Gesamtfett erbrachte nach Abtrennen 
des Unverseifbaren nicht ganz 50 g freie Fettsiuren. Diese destillierten 
wir zunichst mit Wasserdampf, um AufschluB iiber etwa vorhandene 
fliichtige Saéuren zu erhalten. In allen Ansitzen fielen betriachtliche 
Mengen an wasserdampffliichtigen Fettsiuren an, ihr Anteil an den 
Gesamtfettsiuren belief sich auf mehr als ein Drittel (durchschnittlich 
36 Gew.-% ). Einige Kennzahlen gibt Tab. 1 wieder: 


Tab. 1. Aquivalentgewicht und Jodbindungsvermégen der Fettsiuren aus 
Enten-Biirzeldriisen 











. Mittleres Jodzahl 

Aquiv.-Gewicht (Hanus) 
Gesamt-Fettsiuren . . ........44-6 215,2 19,07 
Wasserdampffliichtige Fettsfuren. . . ... 140,5 0,0 
Nicht wasserdampffliichtige Fettsauren. . . 268,9 31,8 


Wasserdampffliichtige Fettsiuren 


Die fliichtigen Sauren wurden direkt oder nach Umwandlung in die 
Athylester iiber kleine Fiillkérperkolonne fraktioniert, die aus den 
einzelnen Esterfraktionen freigesetzten Saiuren wurden nochmals durch 
Destillation aufgeteilt. Man erhielt als Hauptfraktion eine Saure, die 
auf Grund des Aquivalentgewichtes und der C,H-Analyse Heptan- 
siure war, daneben fiel in weit geringerer Menge eine Octansaure 
an. Niedrigere Saéuren als C, waren nicht vorhanden, das Aquivalent- 
gewicht der héchstsiedenden Fraktion lag zwischen C, und Cy. Jod- 
bindungsvermégen besafBen die fliichtigen Siuren nicht. In Gewichts- 
prozenten entfielen etwa 84°, auf Heptansiure, 12° auf Octansiure 
und 4% auf héhere Siuren (Cy). Die Siedepunkte der reinen Fraktionen 
lagen jedoch etwa 10° unter denen der entsprechenden normalen Sauren. 
Die Polarisation bestitigte den Verdacht auf verzweigtkettige 
Sdéuren: Alle Fraktionen waren optisch aktiv. 


18 L. Malaprade, Bull. Soc. chim. France (5) 4, 906 [1937]; s. a. Chem. Zbl. 
1937 II, 823. 
19 s,a, H. P. Kaufmann u. R. Neu, Fette u. Seifen 58, 28 [1951]. 
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Zur Struktur der Heptansaure lat sich bisher sagen, daB es 
sich mit Sicherheit um eine methylverzweigte Hexansiure bzw. um 
ein Gemisch zweier derartiger Sauren handelt. Auf Grund der optischen 
Aktivitaét und aus anderen Griinden konnte 5-Methyl-hexansaure aus- 
geschlossen werden, so daB 2-, 3- oder 4-Methyl-hexansiure in Frage 
kommen*, Eine athylverzweigte Pentansiure, als welche nur 2-Athy]- 
pentansiure mdéglich ware, liegt nicht vor. Bei der optisch aktiven 
Octansaure sprechen die bisherigen Befunde ebenfalls fiir eine Methy1- 
verzweigung, so daB hier 4 verschiedene Methyl-heptansiuren (2- bis 
5-Methyl-) méglich sind. Uber die Konstitutionsermittlung dieser ver- 
zweigten wasserdampffliichtigen Sauren, mit der wir z. Zt. beschaftigt 
sind, werden wir in Kiirze in dieser Zeitschrift gesondert berichten. 


Nicht mit Wasserdampf fliichtige Fettsiuren 

Nach Abtrennung der wasserdampffliichtigen Fettséuren blieben 
im Durchschnitt 64% der Gesamtfettsiuren als nicht fliichtig zuriick. 
Die Bleisalztrennung erbrachte 29°% feste, 71°% fliissige Anteile. Die 
festen Fettsiuren wurden verestert und fraktioniert destilliert, alle 
Esterfraktioner waren optisch inaktiv. Aus Schmelz- und Misch- 
Schmelzpunkten, Aquivalentgewichten und C,H-Analysen der festen 
Sauren ging hervor, daB die Hauptmenge auf Palmitinsaure entfiel, 
die von einer geringen Menge Stearinséure begleitet war. Laurin- 
und Myristinséure waren nicht nachzuweisen. 

Um mit Sicherheit das Vorliegen verzweigter Kohlenstoffketten 
bei den festen Fettsiuren ausschlieBen zu kénnen, priiften wir ihr 
Verhalten im monomolekularen Film bei der Spreitung auf Wasser. 
Das F/A-Diagramm der Hauptfraktion entsprach genau demjenigen 
einer synthetisch dargestellten, reinsten Palmitinsiure, die héchst- 
siedende Fraktion verhielt sich im Film wie ein Gemisch aus Palmitin- 
und Stearinséure. Verzweigte Fettsiuren, rein oder als Verunreinigung, 
hiatten dagegen bei der Schubmessung des Films wesentlich andere 
F/A-Diagramme erbringen miissen. Abb. 1 zeigt die F/A-Isotherme 
einer aus Enten-Biirzeldriisen isolierten n-Palmitinsiiure, zum Vergleich 
damit die unter gleichen Bedingungen aufgenommenen F/A-Kurven 
einer mittelstandig und einer endstindig methylierten Palmitinsdiure 
synthetischer Herkunft?°. Die fir Schubkraft und Flachenbedarf 
gemessenen Werte finden sich in Tab. 2 im Versuchsteil, die zur Schub- 
messung benutzte Apparatur ist von uns kiirzlich beschrieben worden”. 
Da uns die F/A-Diagramme simtlicher einfach methylierter Palmitin- 
siuren und Stearinséuren sowie einer Reihe methylverzweigter Séuren 
mit ungeradzahliger Hauptkette bekannt sind®*, kann auf man Grund 


* Kohlenstoffatom der Carboxylgruppe = Nr. 1. 

20 G. Weitzel u. J. Wojahn, diese Z. 287, 65 [1951]. 

21 §. Heller, A.-M. Fretzdorff u. G. Weitzel, diese Z. 288, 32 [1951]. 

22 G. Weitzel, A.-M. Fretzdorff u. 8S. Heller, IX. u. X. Mitt. der Reihe 
»»Biochemie verzweigter Carbonsiuren“, diese Z. 288, 189, 200 [1951]. 
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der Film-Messungen sagen, daB die festen Fettsiuren aus Enten- 
Birzeldriisen nur normale Ketten enthalten. 

Die flissigen Sauren, die man aus der Bleisalztrennung erhielt, 
schlossen sich in ihren Siedepunkten und Aquivalentgewichten an die 
Gruppe der wasserdampffliichtigen Saiuren nach oben an. Die Destillation 
lieferte mehrere kleine optisch aktive Fraktionen mit der JZ = 0 und 
mit Aquivalentgewichten des Bereichs C, bis C,,. Die héheren Frak- 
tionen besaBen mit wachsendem Aquivalentgewicht auch eine wachsende 
Jodzahl (10—45), so da8 zur Entfernung der ungesittigten Siuren 
katalytisch hydriert wurde. Die dadurch gebildeten festen Sauren, die 
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Abb. 1. F/A-Isothermen (20°) von n-Palmitinsiure (I) aus Biirzeldriise sowie 
synthetischer 15-Methyl-_(II) und 8- Methyl-palmitinsiure (III). 


wieder iiber die Bleisalze abgetrennt wurden, bestanden im wesent- 
lichen aus Stearinsiiure, zu einem geringen Teile aus Palmitin- und 
Myristinsiure,{und entsprachen bei Annahme einfach ungesittigter 
Saéuren mengenmaBig etwa der auf Grund der Jodzahl zu erwartenden 
Ausbeute. Die Jodzahl der Biirzel-Fettsiuren diirfte daher in der Haupt- 
sache auf Olsiure, in geringem Ma8e auf ungesittigter C,.- und C,,- 
Saiure beruhen; ob neben Olsiure auch geringe Anteile héher unge- 
sittigter C,,-Saéuren vorhanden sind, mu vorlaufig offen bleiben. Die 
nach Abtrennung der ungesittigten Komponenten zuriickbleibenden 
flissigen Saéuren besaBen kein Jodbindungsvermégen mehr, alle Frak- 
tionen waren jedoch optisch aktiv, die Aquivalentgewichte stiegen 
laufend von C,, bis C,, an. Offenbar lag damit in den fliissigen, nicht 
wasserdampffliichtigen, optisch aktiven Saiuren eine ganze Serie ver- 
zweigtkettiger Siuren von Cy, bis C,, vor. 

Ihre weitere chemische Aufarbeitung mit dem Ziel, einheitliche 
verzweigte Saiuren zu isolieren und ihre Konstitution aufzuklaren, 
haben wir nach Beschaffung weiteren Driisenmaterials inzwischen in 
Angriff genommen. Sie fiihrte bisher zur Gewinnung einer fliissigen, 
optisch aktiven Octadecansaure (s.u. am Ende des Versuchs- 
teils), vermutlich einer Methyl-heptadecansiure mit carboxylferner 
Stellung der Methylgruppe, mit deren Strukturaufklérung wir z. Zt. 
beschaftigt sind. 
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Auf Grund unserer Befunde ergibt die Verteilung der Fettsaéuren 
aus Enten-Biirzeldriisen folgendes vorliufige Bild, berechnet in Ge- 
wichts-Prozent der Gesamt-Fettsiuren : 


Normale Sauren Verzweigte Sauren 
Palmitinsfure. . . . . 17,3% Methyl-hexanséure . . 30,2% 
Stearinsiure ..... 1,3% Methyl-heptansiure. . 4,38% 
C,, ungesattigt. . . . 11,4% Nonanséure ..... 1,4% 
CialCae ungesattigt . . 11% Fraktion Cyg—C,,.. . 9,0 

311% Fraktion Cyy—C,, . - 11,8% 
Fraktion C,,.... . 12,2% 





Diskussion der Ergebnisse 


Auf Grund unserer Untersuchungen bestehen die Fettstoffe der 
Biirzeldriisen von Enten in der Hauptsache aus Fettsiureestern 
des Octadecylalkohols, ein Befund, der Réhmanns® Studien 
an Giansedriisen bestitigt und erweitert. Wir fanden in 100g ather- 
léslichen Fettstoffen aus Entendriisen (nach Abtrennung von 1,5g 
Phosphatiden) rund 48g (0,177 Mol) Octadecylalkohol und 1,5g 
(0,016 Mol) Glycerin, so daB die beiden Alkohole zusammen mit dem 
gringen Cholesterinanteil etwa 0,23 Mol Fettsiuren binden kénnen. 
Ihnen stehen gegeniiber rund 47,6 g Fettsiiuren, die bei einer Ver- 
seifungszahl von 135, abziigl. der geringen Saurezahl, etwa 0,23—0,24 
Mol entsprechen wiirden. Die sauren und alkoholischen Gruppen dirften 
sich daher in der Driise ungefaihr die Waage halten, so daB nicht mit 
nennenswerten Mengen freien Octadecylalkohols im nativen Gesamtfett 
zu rechnen ist. Denn dann miBten auch freie Fettsiuren in gréBerer 
Menge auftreten, die aber eine hohere Siurezahl bedingen wiirden. 
Von den gebundenen Fettsiuren miissen, in Mol berechnet, mehr als 
70% als Octadecylester vorliegen, der Rest als Glyceride. Da von den 
Gesamtfettsiuren mehr als 75°% (in Mol ber.) eine verzweigte Kohlen- 
stoffkette besitzen, 1aBt sich mit Sicherheit sagen, daB die Fettstoffe 
der Birzeldriisen von Enten in erheblichem AusmaBe Octadecylester 
verzweigter Fettsaiuren enthalten. 

Uber die Fettsaiuren der Biirzeldriise war bisher nichts Genaues 
bekannt. Wie einleitend erwahnt, wurde die vorliegende Arbeit in der 
Absicht begonnen, nach Fettséuren mittlerer Kettenlinge (etwa 
C, bis C,,) zu fahnden. Solche Fettsiuren wurden in betrichtlichen 
Mengen auch gefunden, aber nicht, wie erwartet, die normalen, sondern 
ausschlieBlich verzweigtkettige Sauren. Unter den héheren, nicht 
fliichtigen Saéuren waren gewichtsmaBig die normalen und verzweigten 
Ketten zu etwa gleichen Anteilen vertreten, so daB insgesamt die ver- 
zweigtkettigen Saéuren in der Biirzeldriise durchaus tiberwiegen, besonders 
wenn man die molare Verteilung berechnet. 

Hohere verzweigte Fettsiuren sind bisher nur an wenigen Stellen 
in der Natur gefunden worden. Sie kommen in den Lipoiden saiurefester 
Bakterien, besonders in Tuberkelbazillen, vor, z. B. als Tuberkulo- 
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stearinsdure und Phthionsaéure2*, sowie in dem Bakterium Pseudomonas 

(Phytomonas) tumefaciens*4, Im Stoffwechsel des héheren Tieres fand 
man sie bisher nur einmal: Weitkamp” isolierte aus dem Wollfett 
zwei Serien methylverzweigter Sauren. Die eine Serie tragt die Methyl- 
gruppe stets am vorletzten C-Atom des carboxylfernen Endes, welches 
damit der Isopropyl-Konfiguration entspricht; die Gesamt-Kohlen- 
stoffzahl dieser als ,,.Isosiuren“ bezeichneten Serie ist stets gerad- 
zahlig, das Kettenende entsteht méglicherweise aus dem Kohlenstoff- 
geriist des Valins. Die andere Serie tragt die Methyl-Verzweigung am 
drittletzten C-Atom des carboxylfernen Endes, ihre Gesamt-Kohlen- 
stoffzahl ist stets ungeradzahlig, das Kettenende dieser als ,,Ante- 
Isosiuren“ bezeichneten Serie kénnte aus dem Kohlenstoffskelett 
des Isoleucins entstanden sein. 

In den Fettstoffen der Birzeldriise eréffnet sich nunmehr 
eine weitere Quelle verzweigter Fettsiuren, und wiederum 
werden diese wie im Falle des Wollfettes von der Haut gebildet. Die 
friihere Ansicht, verzweigte héhere Fettsiuren kimen nur in saure- 
festen Bakterien vor, wihrend der Stoffwechsel des héheren Tieres nicht 
mit ihnen arbeite, war schon durch die Isolierung der Iso- und Ante- 
Isosiéuren aus Wollfett (s.o.) stark erschiittert worden, allerdings 
handelte es sich bei diesen im Gegensatz zu den bakteriellen verzweigten 
Sauren nur um solche mit endstandiger Methyl-Verzweigung. Durch 
den Nachweis derartiger Saéuren in der Biirzeldriise diirfte die An- 
schauung, das Vorkommen verzweigter hdherer Fettsiuren sei auf 
Bakterien begrenzt, nun vollends hinfallig geworden sein. Doch scheint 
die im Wollfett beobachtete RegelmaBigkeit, der Wechsel zwischen 
Iso- und Ante-Isosiuren, bei den Biirzel-Fettsiuren nicht vorhanden 
zu sein. Zwar erfillt 4-Methyl-hexansiure, die wir inzwischen in den 
fliichtigen Sauren identifiziert haben, die Bedingungen fiir eine ,,Ante- 
Isosiure‘‘, dann miiBte aber die folgende Octansiure eine ,,Isosiure“, 
d.h. nicht optisch aktiv sein. Das trifft nicht zu, aber auch bei den 
langeren Ketten fanden sich keine Isosiuren. Denn da Isosduren relativ 
hohe Schmelzpunkte haben, die nur wenige Grad iiber bzw. unter den 
Schmelzpunkten der normalen Sauren mit gleicher Kohlenstoff-Gesamt- 
zahl liegen**, bleiben sie bei der Bleisalztrennung bei den festen Sauren. 
Hier hatten sie sich bei der Schubmessung im monomolekularen Film 
bemerkbar machen miissen, wie oben bereits ausgefiihrt wurde; siehe 
z. B. 15-Methyl-palmitinséure in Abb. 1. Ein iibersichtliches Aufbau- 
prinzip laBt sich fiir die verzweigten Fettsiuren der Biirzeldriise bisher 
nicht erkennen; die Strukturaufklirung wird dadurch erschwert, daB 
bei den héheren Fettsiuren offenbar strukturisomere Gemische mit 

mittelstandigen Verzweigungen vorzuliegen scheinen. 


23 Whersichtsreferat: G. Weitzel, Angew. Chem. A 60, 263 [1948]. 
4 §. F. Velick, J. biol. Chemistry 152, 533; 156, 101 [1944]. 

2 A.W. Weitkamp, J. Amer. chem. Soc. 67, 447 [1945]. 

26 G. Weitzel u. J. Wojahn, diese Z. 287, 296 [1951]. 
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Beschreibung der Versuche 


Gewinnung der Fettstoffe 


Die Biirzeldriisen von frisch geschlachteten oder im Kiihlhaus konservierten, 
erwachsenen Enten (Anzs domestica L.) wurden herausprapariert und sorgfaltig 
von allen Fettresten, die auBen an der bindegewebigen Hiille hafteten, befreit*. 
Weitere Arbeitsgange: Wagen und Hinlegen der Driisen fiir mehrere Tage in Aceton, 
AbgieBen des Acetons, Zerkleinern der Driisen mit der Schere, nochmaliges drei- 
maliges Ausziehen mit Aceton, Vereinigen der Acetonausziige, Abdestillieren des 
Acetons, Aufnehmen des auf dem zuriickbleibenden Wasser schwimmenden Fettes 
in Petrolither, Trocknen mit Na,SO,, Abdestillieren des Petrolithers iiber 70-cm- 
Fiillkérperkolonne. Das zuriickbleibende Driisengewebe wurde durch den Wolf 
getrieben, auf der Nutsche mit Aceton gewaschen “und abgesaugt und im Soxhlet 
mit Ather erschépfend extrahiert. Die durch Aceton- und Ather-Extraktion ge- 
wonnenen Fettstoffe wurden als ,,natives Gesamtfett‘‘ vereinigt; aus dem extra- 
hierten Gewebe entfernte man die Atherreste im Hochvakuum unter gelindem 
Erwarmen. Aus der Differenz zwischen dem Gesamtgewicht der eingesetzten 
Driisen und der Menge an extrahiertem Gewebe und gewonnenen Fettstoffen er- 
hielt man den Wassergehalt der Driisen. 

Kennzahlen und Cholesteringehalt des nativen Goesamtfettes wurden oben 
bereits angegeben. 

Zur Abtrennung der Phosphatide loste man das Gesamtfett in absol. 
Ather, z. B. 50g Fett in 100 ccm, kiihlte auf 0° und gab die Lésung in das drei- 
fache Volumen absol. Acetons. Nach 12-stdg. Stehenlassen bei +5° wurde ab- 
filtriert. Man erhielt aus 143,8 g Fett 2,157 g Niederschlag = 1,59. Die Mikro- 
Phosphor-Bestimmung ergab fiir die Phosphatid-Fraktion 2,7—2,8% P, im Ge- 
samtfett lag der Phosphorgehalt unter der Erfassungsgrenze der Bestimmungs- 
methode, die gravimetrisch mittels Ammonmolybdats erfolgte. 


Verseifung des Gesamtfettes 


100 g Fett wurden mit einer Lésung von 23g Natrium in 400 ccm absol. 
Athanol 4 Stdn. u. R. gekocht. Zugabe von 400—600 com Wasser, sechsmaliges 
Waschen mit je 200ccm Petrolither (Sdp. 30—40°), dreimaliges Waschen der 
vereinigten Petrolatherausziige mit 60-proz.-wiGrigem, alkalischem Athanol, an- 
schlieBend mit Wasser alkalifrei waschen. Trocknen des Petrolather mit etwas 
Na,SO, und Abdestillieren, Entfernen der Petrolitherreste an der Wasserstrahl- 
pumpe unter leichtem Erwarmen, im Riickstand das Unverseifbare (s. u.). 

Aus der waBGrig-alkoholischen, stark alkalischen Lésung der Seifen, die mit 
den alkalischen Waschwissern des Petrolitherauszuges vereinigt wurde, destillierte 
man alle fliichtigen Anteile bis etwa 90° Siedetemp2ratur ab. Anséuern mit verd. 
Salzsiure, Ausithern. Kin Teil der atherischen Lisung wurde mit kleinen Mengen 
dest. Wasser séurefrei gewaschen, mit Na,SO, getrocknet, der Ather iiber Kolonne 
abdestilliert, die Atherreste vorsichtig im Vakuum entfernt und das zuriick- 
bleibende Fettsiuregemisch zur Bestimmung der Kennzahlen benutzt. Die Haupt- 
menge der atherischen Fettsiurelésung wurde nicht getrocknet, sondern nach 
Abdestillieren des Athers iiber Kolonne der Wasserdampfdestillation unterworfen 
(s. u.). 

Glycerin-Bestimmung 

Die nach dem Ausathern der Fettsiuren zuriickbleibende salzsaure waBrige 
Lésung wurde mit Natronlauge neutralisiert und vom ausgeschiedenen Kochsalz 
bzw. KCl abfiltriert. Das gelb gefarbte Filtrat wurde mit etwas Tierkohle entfarbt 
und Proben zu je 50 ccm nach Malaprade }* 1° mit Natriumperjodat oxydiert. 
Die Gesamt-Lésung (500 ccm) enthielt 1506 mg Glycerin; da sie der Verseifung 
von 100g Gesamtfett entstammte, ergibt sich ein Glyceringehalt von 1,5%. 


* Wir danken der Firma Max Neumann, Frankfurt a. M., fiir groBziigige 
Unterstiitzung bei der Beschaffung des Driisenmaterials. 
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Das Unverseifbare (fortan UV) 

Das rohe UV stellte nach Abdestillieren des Petrolithers eine feste, braune, 
kristallinische Masse dar. Es wurde zweimal aus Aceton und dreimal aus einem 
Aceton-Benzol-Gemisch bis zur Konstanz des Schmelzpunktes umkristallisiert. 
Farblose Kristalle. Schmp. 59,0—59,5°. Schmp. und C,H-Analyse stimmten 
fiir Octadecylalkohol. 

3,417 mg Sbst.: 10,020 mg CO,, 4,350 mg H,O. 

C,sH3,0 (270,2). Ber. C 79,93, H 14,16. 

Gef. C 80,02, H 14,25. 
Carbanilsaure-octadecylester: er geschmolzene Octadecylalkohol 
wurde mit Phenylisocyanat (Berechnete Menge + 10% UberschuB) vermischt, 
das Produkt zweimal aus Aceton umkristallisiert. Schmp. 78,5—79°. 
5,160 mg Sbst.: 0,171 cem N, (korr.), 19°, 744 mm (red.). 
C,5;H,;0,.N (389,6). Ber. N 3,60. Gef. N 3,79. 


Reinigung iiber die Acetate. 40g rohes UV wurden mit 180 ccm Essig- 
siureanhydrid 4 Stdn. u. R. gekocht, das Essigsiureanhydrid abdestilliert, in 
Ather aufgenommen, bis zur neutralen Reaktion mit waBriger NaHCO,- Lésung 
gewaschen, mit CaCl, getrocknet, der Ather abdestilliert und die Acetate frak- 
tioniert. 

Destillationsverlauf: 1. 173—176°/0,5mm = 6,2g 

2. 176—178°/0,5 mm = 31,9¢g 
3. 178—182°/0,5mm = 1,5¢ 
zus. 39,6 g 


’ 


Riickstand: 0,6 g tiefbraunes 01. 


Verseifung der drei Acetat-Fraktionen mit alkoholischer KOH, zweimaliges 
Umkristallisieren der freigesetzten Alkohole aus Accton. 

Octadecanol aus Frakt.1: Schmp. 58,5—59°, Misch-Schmp. 58,0—59°. 

Octadecanol aus Frakt. 2: Schmp. 58,5—59°, Misch-Schmp. 58,5—59°. 

Octadecanol aus Frakt.3: Schmp. 57,5—58°, Misch-Schmp. 57,5—59°, 

Die Misch-Schmelzpunkte wurden mit analysenreinem Octadecanol (Schmp. 
59—59,5°) ausgefiihrt, der durch Reduktion von n-Stearinséureithylester ge- 
wonnen worden war. 

Die Fraktionen 1, 2 und 3 wurden auBerdem in die Urethane verwandelt und 
analysiert: 

Phenylurethan aus Frakt. 1: Schmp. 78,0—78,5°. 

4,490; 4,630 mg Sbst.: 0,144; 0,147 com N, (korr.), 23°; 23,2°, 744 mm (red.). 

C,;H430,N (389,6). Ber. N 3,60. Gef. N 3,62; 3,59. 

Phenylurethan aus Frakt. 2: Schmp. 78,0—78,5°. 

4,157; 4,458 mg Sbst.: 0,133; 0,142 com N, (korr.), 21,6; 22°, 736; 744 mm 
{red.). 

C,;H,4,0.N (389,6). Ber. N 3,60. Gef. N 3,59; 3,61. 

Phenylurethan aus Frakt.3: Schmp. 78,5—-79°. 

4,128; 4,247 mg Sbst.: 0,133; 0,137 com N, (korr.), 20,4; 20,0°, 734,5; 
735,5 mm (red.). 

C,;H,,0.N (389,6). Ber. N 3,60. Gef. N 3,62; 3,64. 

Auch aus den Mutterlaugen der verschiedenen Octadecanol- und Urethan- 
Fraktionen lieBen sich nur Kristalle gewinnen, die der Kettenlinge C,, entsprachen; 
Anhaltspunkte fiir das Vorliegen anderer Alkohole ergaben sich nicht. 


Wasserdampfflichtige Fettsauren 


Aus 50,0g Gesamtfettsiuren erhielt man durch Wasserdampfdestillation 
18,2 g fliichtige Siuren vom mittleren Aquivalentgewicht 135—140 und der Jod- 
Hoppe-Seylers Zeitschrift f. physiol. Chemie. 288 19 
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zahl 0,0. Sie wurden nach Umwandlung in die Athylester (19,4 g) tiber eine kleine 
Kolonne fraktioniert, die Esterfraktionen verseift und die Sauren destilliert. 
Von den Athylestern ging die Hauptmenge (10,3 g) von 177—180° tiber, die daraus 
durch Verseifung erhaltenen Saéuren wurden durch Destillation in zwei Fraktionen 
zerlegt, die von 211—216° siedeten. 
C,H-Analysen und Aquivalentgewichte stimmten fiir Heptansaure: 
33,30; 3,122 mg Sbst.: 78,81; 7,402 mg CO,, 32,80; 3,058 mg H,O. — 79,77; 
90,20 mg Sbst. verbr. 6,126; 6, 882 com 0,1-n.NaOH 
C,H,,0, (130,2). Ber. C 64,58, H 10, $4, Aquiv.-Gew. 130,2. 
Gef. C 64,60; 64,70, H 11,05; 10,96, Aquiv.-Gew. 130,2; 
131,1. 
— 12,405 


= = — 0 
(“Ip = Too1saa — — 19-90. 





Derivate: 
Amid: Schmp. 90,5—91°. Umkristallisiert aus Wasser und wiBrigem Athanol. 
4,062 mg Sbst.: 9,682 mg CO,, 4,138 mg H.O. 
C,H,,ON (129,2).. Ber. C 65,07, H 11,70. 
Gef. C 65,05, H 11, 40. 


n-Octadecyl-ester: Durch Umsetzung des Ag-Salzes mit n-Octadecyl-jodid 
in siedendem Toluol. Schmp. 17,0—17,5°. Verseifungszahl: 

321,10 mg Sbst. verbr. 2,786 ccm 0,3-n.KOH. 

VZ, ber. 146,6, gef. 146,0. 

Niedriger siedende Fraktionen oder solche mit geringerem Aquivalentgewicht 
als 130 traten nicht auf. Die Hauptfraktion der Heptansaure zeigte nach drei- 
maliger Destillation iiber kleine Fiillkérperkolonne den Sdp..4, 214°. 

An die Hauptfraktion der Athylester (Sdp. 177—180°) schlossen sich nach 
oben Fraktionen vom Siedebereich 180—203° (zus. 3,8 g) an, aus denen Saure- 
gemische von Heptan- und Octansaure hervorgingen. ‘Aquivalentgewichte: 134,2, 
137,9 und 139,0. Die naichst héhere, von 203—208° siedende Esterfraktion (1,2 g) 
lieferte eine Saure (Sdp. 222—225°), deren Analysen fiir Octansaure stimmten: 

36,65 mg Sbst.: 89,48 mg CO,, 37,0 mg H,O. — 75,04 mg Sbst. verbr. 5,209 ccm 
0,1-n.NaOH. 

C,H,,0, (144,2). Ber. C 66,62, H 11,18, Aquiv.-Gew. 144,2. 

Gef. C 66,45, H 11,29, Aquiv.-Gew. 144,1. 


[a]? — 7,03 
aa 1-0,91660 


2-Octyl-benzimidazol: Aus aquimolaren Mengen der Saure und o-Phenylen- 
diamin. Umkristallisiert aus waBrigem Athanol und warigem Aceton. Schmp. 
119,5—120°. 

3,229 mg Sbst.: 9,229 mg CO,, 2,731 mg H,O. 

C,4HooN, (216,3). Ber. C 77,73, H 9,32. 

Gef. C 77,99, H 9,46. 

Aus dem Nachlauf der Athylester erhielt man 0,8 g eines Saéuregemisches 

vom Sdp. 227—233°, dessen Aquiv. -Gew. (153,4) sich einer Nonansaure (Ber. 
158,2) naherte. 

In einem zweiten Ansatz wurden die wasserdampffliichtigen Sauren nicht 
iiber die Athylester gewonnen, sondern die Sauren direkt fraktioniert. Der Destilla- 
tionsverlauf und die Analysen ergaben praktisch das gleiche Bild wie die erste 
Aufarbeitung; mengenmaBig entfielen von den fliichtigen Sauren etwa 84% auf 
C,, 1294 auf Cg und 4% auf C,. 


— 7,67°, 
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Nicht mit Wasserdampf flichtige Fettsiuren 


Die nach Entfernung der wasserdampffliichtigen Anteile zuriickbleibenden 
Fettséuren wurden in Petrolather aufgenommen, vom Wasser abgetrennt, kurz 
mit Na,SO, getrocknet und nach Abdestillieren des Petrolithers iiber die Blei- 
salze getrennt. Man léste z. B. 40 g des Fettsiuregemischs in 200 ccm heiBem 
95-proz. Athanol und vermischte mit einer Lésung von 30 g Bleiacetat in 200 cem 
siedendem Athanol. Nach 8-stdg. Stehenlassen bei 15° wurde vom Niederschlag 
abfiltriert. Weitere Aufarbeitung der Fallung und des Filtrates nach Griin?? 
und Hilditch®*. Aus 40g Fettsiuregemisch erhielt man nach zweimaligem 
Umfallen 38,1 g Sauren; davon waren 27,0 g (70,9%) fliissig, 11,1 g (29,1%) fest. 

Feste Sauren: Die aus den Bleisalzen erhaltenen freien, festen Sauren 
wurden in die Athylester iiberfiihrt und fraktioniert. Alle Esterfraktionen waren 
optisch inaktiv, ihre Siedepunkte lagen im Bereich des Palmitin- und Stearin- 
saure-ithylesters. Durch mehrfaches Fraktionieren der aus verschiedenen Auf- 
arbeitungen erhaltenen und vereinigten Esterfraktionen zerlegte man das Gemisch 
in zwei Anteile, die beim Verseifen reine Palmitinsaure lieferten, und in einen 
dritten Anteil, aus dem ein Gemisch von Palmitin- und Stearinséure hervorging: 

Esterfraktion 1: Sdp. ,, 187—191°. Verseifung, freie Saure zweimal aus 
Aceton, einmal aus Petrolaither umkristallisiert. 2,9 g. Schmp. 61,5—62°. Misch- 
Schmp. mit Palmitinséure: 61—62°. 

4,490; 3,441 mg Sbst.: 12.328; 9,439 mg CO,, 4,960; 3,818 mg H,O. — 72,86 mg 
Sbst. verbr. 2,83 ccm 0,l-n.NaOH. 

C,gH3,0. (256,4). Ber. C 74,94, , H 12,58, Aquiv.-Gew. 256,4. 

Gef. C 74,93; 74,86, H 12,36; 12,42, Aquiv.-Gew. 257,1. 

Esterfraktion 2: Sdp. 9,3 157—161°. Verseifung, freie Saure zweimal aus 
Aceton, zweimal aus Petrolither umkristallisiert. 3,1 g. Schmp. 60,5—61,5°. 
Misch-Schmp. mit Palmitinséure: 60,5—62°. 

3,452; 3,127 mg Sbst.: 9,478; 8,578 mg CO., 3,878; 3,471 mg HO. — 75,10 mg 
Sbst. verbr. 2,922 ccm 0,l-n.NaOH. 

C,¢H3,0. (256,4). Ber. C 74,94, H 12,58, Aquiv.-Gew. 256,4. 

Gef. C 74,93; 74,86, H 12,57; 12,42, Aquiv.-Gew. 257,0. 

Esterfraktion 3: Sdp. ,, 193—205°. Verseifung, freie Saiure dreimal aus 
Aceton umkristallisiert. Farblose Kristalle. 

Frakt. A: Schmp. 59,5—61°, Aquiv.-Gew. 260,1, 5,0 g. 

Frakt. B: Schmp. 53—54°, Aquiv.-Gew. 263,6, 0,7 g. 


Tab. 2. Schubmessung der festen Fettsiuren auf Wasser bei 20° (s. hierzu Abb. 1). 




















Flachenbedarf in A? | Dynwert beim 
Substanz Kollaps des 
bei 0,06 Dyn |beim Kollaps Films 

n-Palmitinsaure 

Spnemeieen. . sw. fs et 24,4 19,0 41,6 
Palmitinséure aus Biirzeldriise 

SAMMI... so. ie, 5 cs: os. 24,6 19,1 41,6 
Palmitinsaéure aus Biirzeldriise 

Wrenn’ 2 ee 25,8 19,5 43,8 
15-Methyl-palmitinsaéure 

Synthese. SS Se 39,6 24,2 25,7 
8-Methy]-palmitinsaure 

synthetish .......2... 50,1 28,1 29,3 





27 A, Griin, Analyse der Fette und Wachse, Berlin 1925, S. 221. 
28 T, P. Hilditch, The Chemical Constitution of Natural Fats, London 1947, 
S. 468. 
19* 
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Wahrend die Fraktionen 1 und 2 reiner Palmitinsiure entsprechen, besteht 
die Fraktion 3A gewichtsmaBig aus 85° C,, und 15% C,,, die Fraktion 3B aus 
72% Cy, und 28% C,,. Insgesamt errechnet sich daraus fiir die festen Séuren ein 
Mengenverhaltnis von 92% Palmitinsiure zu 8% Stearinsiaure. 

Feste Fettsauren tiber C,, oder unter C,, waren nicht nachweisbar. 

Flissige Sauren: Die aus den fliissigen Bleisalzen erhaltenen Séuren 
wurden in die Athylester iibergefiihrt und durch Destillation in 8 Fraktionen zer- 
legt. Alle Esterfraktionen waren optisch aktiv. Sie wurden verseift und die 
erhaltenen Sauren wiederum fraktioniert, so daf insgesamt 14 Saurefraktionen 
vorlagen. Ihre Aquivalentgewichte stiegen von 152,5 bis 289,6, ihre Jodzahlen 
von 0 bis 45. Nach der Jodzahl wurden die 14 Saurefraktionen in drei Gruppen 
zusammengefaBt: Fraktion 1—4 mit der JZ 0, Fraktion 5—8 mit geringer JZ 
(etwa 9) und Fraktion 9—14 mit héherer JZ (etwa 40). 

Gruppe A (Saurefraktionen 1—4, JZ 0): Die Destillation der freien Saéuren 
liefeste folgende Fraktionen: 

1. 130—139°/12 mm 

2. 139—149°/12 mm 


0,7 g Aquiv.-Gew.: 152,5. 
0,8g Aquiv.-Gew.: 156,8. 
3. 149—163°/12 mm 0,5 g Aquiv.-Gew.: 170,2. 

4. 128—142°/0,5 mm 0,9g Aquiv.-Gew.: 192,1. 
Ber. fiir Cy = 158,2, Cy) = 172,2, C,, = 186,3. 

Gruppe B (Saurefraktionen 5—8): Vereinigen und Umwandlung in die 
Athylester (7,1 g). JZ = 7,6. Lésen der Athylester in 20 ccm absol. Athanol, 
Zugabe von 100 mg Platinoxyd, Hydrierung bei gewéhnlichem Druck und 22°. 
Nach Aufnahme von 100 ccm H, trat Stillstand ein, berechnet waren nur 43 ccm H,. 
Abfiltrieren vom Katalysator, abdestillieren des Athanols. JZ nach der Hy- 
drierung = 0. Verseifung, Freisetzen der Sauren, Bleisalztrennung wie iiblich. 

Feste Saéuren: 360mg. Einmal aus Petrolither umkristallisiert, Schmp. 
48—50°, Aquiv.-Gew. 249,3. Auf Grund des ber. H,-Verbrauchs (43 cem) waren 
bei diesem Aquivalentgewicht maximal 436 mg zu erwarten, falls einfach un- 
gesittigte Saéuren vorlagen. 

Flissige Sauren: JZ = 0. Bei —16° nicht erstarrend. 
Die Destillation lieferte folgende Fraktionen: 

1. 150—159°/0,6 mm = 0,5g Aquiv.-Gew. 228,1. 

2. 159—1649/0,6 mm = 0,6g Aquiv.-Gew. 233,5. 

3. 164—171°/0,6 mm = 0,8 g Aquiv. -Gew. 236,6. 

4. 171—175°/0,6 mm = 0,6 g Aquiv. -Gew. 240,4. 

5. 175—180°/0,6 mm = 1,3g Aquiv.-Gew. 251,5. 

Ber. fiir Cy, = 228,4, Cy, = 242,4, Cy, = 256,4. 


Gruppe C (Saurefraktionen 9—14): Die vereinigten Fraktionen wurden 
in die Athylester (11,1 g) umgewandelt, JZ = 36,9. Lésen des Estergemisches in 
40 cem absol. Athanol, Zugabe von 200 mg Platinoxyd, Hydrierung bei gewohn- 
lichem Druck und 22°, Nach Verbrauch von 420 com H, war die Reaktion beendet, 
berechnet waren 396 ccm H,. Filtrieren und Abdestillieren des Athanols, JZ = 
Verseifung, Freisetzen der *Siuren, Bleisalztrennung. 

Feste Sauren: 3,7 g. Je einmal aus Aceton und Petrolither umkristallisiert. 
Schmp. 68,5—69°. Misch-Schmp. mit Stearinsiure: 68—69°, Auf Grund des 
berechneten H,-Verbrauchs (396 com) waren maximal 4,5 g zu erwarten, falls 
eine einfach ungesattigte C,,-Saure vorlag. Die Analysen stimmten fiir Stearin- 
sadure: 

3,107; 3,752 mg Sbst.: 8,671; 10,461 mg CO,., 3,510; 4,202mg H,O. — 
153,39 mg Sbst. verbr. 5,406 com 0,1-n.NaOH. 

C,g,Hs,.O0, (284,5). Ber. C 75,99, H 12,76, Aquiv. -Gew. 284,5. 

Gef. C 76,16; 76,09, H 12,64; 12,53, Aquiv.-Gew. 283,7. 
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Flissige Sauren: 3,9g. Leicht gelb gefarbt, aufnehmen in Aceton und 
behandeln mit etwas Tierkohle, danach praktisch farblos. Durch mehrfaches 
Destillieren lieBen sich nur sehr geringe Mengen Vor- und Nachlauf abtrennen, 
die Hauptmenge war dem Siedepunkt nach einheitlich. Man erhielt zwei, offenbar 
identische Fraktionen: 

A. Sdp. 9,5 187—189°, 1,6 g. 

3,769 mg Sbst.: 10,500 mg CO,, 4,312 mg H,O. — 140,67 mg Sbst. verbr. 
4,979 com 0,1-n.NaOH. 

C,sH3,02 (284,5). Ber. C 75,99, H 12,76, Aquiv.-Gew. 284,5. 

Gef. C 76,03, H 12,80, Aquiv.-Gew. 282,6. 

B. Sdp. 095 189—191°, 2,4 g. 

3,560 mg Sbst.: 9,891 mg CO,, 4,070mg H,O. — 151,45 mg Sbst. verbr. 
5,320 com 0,l-n.NaOH. 

C,sH3,0, (284,5). Ber. C 75,99, H 12,76, Aquiv.-Gew. 234,5. 

Gef. C 75,82, H 12,79, Aquiv.-Gew. 284,7. 


Die Aquivalentgewichte von Vor- und Nachlauf lagen nahe bei 284, ent- 
sprachen also ebenfalls einer C,,-Saéure. Die Fraktionen A und B zeigten nach 
24-stdg. Stehenlassen bei —15° keine Kristallbildung. 

— 2,07 
: : a ee ’ pis Shes: 0 
Fraktion A+B: [a] = 1-0,88144 2,35°. 


Fir unermiidliche experimentelle Mitarbeit danken wir Fraulein Dr. A.-M. 
Fretzdorff, Fraulein Jutta Wojahn und Fraulein Kithe Bittner. 


Zusammenfassung 


Aus den Biirzeldriisen von Enten wurden die Fettstoffe mit Aceton 
und Ather herausgelést und priparativ aufgearbeitet. 

Das Unverseifbare macht mengenmaBig etwa die Hialfte der Fett- 
stoffe aus und besteht fast nur aus Octadecylalkohol. Andere lang- 
kettige Alkohole sind nicht vorhanden. 

36 Gew.-% der Fettsiuren sind wasserdampffliichtig, optisch aktiv 
und besitzen eine verzweigte Kohlenstoffkette. Der Hauptanteil entfallt 
auf eine Methyl-hexansiure. 

Die héheren, nicht fliichtigen Fettséiuren enthalten neben Palmitin-, 
Stearin- und ungesiattigter C,,-Saiure eine ungefahr ebenso groBe Menge 
von fliissigen, optisch aktiven, verzweigten Saéuren des Bereichs C, bis 
C,,. Die festen Fettsiuren sind simtlich unverzweigt. 

Die Strukturaufklérung der verzweigten Fettsiuren aus Enten- 
Biirzeldriisen wurde in Angriff genommen. 
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Untersuchungen iiber die Biirzeldriise der Vogel 
Il. Mitteilung 


Morphologie und Histochemie der Biirzeldriisen von Enten 
Von 
Karl Lennert und Giinther Weitzel 


Aus der Medizinischen Forschungsanstalt (Biochemische Abteilung) der Max-Planck-Gesellschaft 
zu Géttingen 


(Der Schriftleitung zugegangen am 15. August 1951) 


In der vorangehenden Arbeit! wurde die chemische Zusammen- 
setzung der Fettstoffe der Biirzeldriise (fortan Bdr.) untersucht, in der 
vorliegenden Arbeit sollte festgestellt werden, inwieweit sich Histologie 
und Histochemie der Bdr. zu den Ergebnissen der chemischen Auf- 
arbeitung in Beziehung setzen lassen. Eine ausfiihrliche Darstellung 
unserer histologischen und histochemischen Befunde wiirde jedoch den 
Rahmen dieser Zeitschrift iiberschreiten, sie erfolgt an anderer Stelle?. 
Dort bringen wir auch eine ausfiihrliche Besprechung der bisherigen 
histologischen Arbeiten iiber die Bdr.*. Wir folgen in unserer Dar- 
stellung der grundlegenden Arbeit von Marg. Stern‘, deren Ein- 
teilung des makro- und mikroskopischen Bildes der Driise in drei 
Zonen wir tibernehmen. 


Material und Methoden 


Mannliche und weibliche erwachsene Enten wurden durch Ent- 
bluten getétet und die lebensfrischen Driisen in verschiedenen Lésungen 
fixiert oder auch unfixiert belassen. Folgende Fiarbemethoden bzw. 
histochemische Reaktionen wurden angewandt: Hamatoxylin-Eosin, 
Sudan III, Sudanschwarz B, Nilblausulfat, OsO,-Scharlachrot, Lipoid- 
firbung nach Smith-Dietrich, Plasmalreaktion, Cholesterin-Nachweis, 
Glykogenfarbung nach Best und mit fuchsinschwefliger Saéure, saure 
und alkalische Phosphatase. AuBerdem wurden die ungefarbten Schnitte 
mit dem Polarisationsmikroskop untersucht. 


1 G. Weitzel u. K. Lennert, diese Z., 288, 251 [1951]. 

2 K. Lennert u. G. Weitzel, Z. Mikroskopie. 

3 Joh. Miller, De glandularum secernentium structura penitiori. Lipsiae 
1830, 8.41. VII: Glandula uropygii avium; R. Kossmann, Z. wiss. Zoologie 
21, 568 [1871]; A. Pilliet, Bull. Soc. zool. France 14, 115 [1889]; I. Plato, 
Verh. dtsch. dermatol. Ges. Breslau 1901; A. Lunghetti, Arch. mikr. Anat. u. 
Entw. 69, 264 [1907]; P. Paris, Arch. Zoolog. expér. gén. 53, 139 [1913]; R. Kawa- 
mura, Neue Beitrage z. Morph. u. Physiol. d. Cholesterinsteatose, Jena 1927; 
W. Biedermann, Ergebn. Biologie 6, 508 [1930]; D. B. Cater u. N. R. Lawrie, 
J. Physiol. 111, 231 [1950]; 112, 405 [1951]. 
4M. Stern, Arch. mikr. Anatomie 66, 299 [1905]. 
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Makro- und mikroskopisches Bild 

Alle folgenden histologischen und histochemischen Befunde zeigt 
schematisch Abb. 1. 

Schon makroskopisch lat sich nach Stern‘ eine Unterteilung 
der Driise in drei Zonen erkennen, die auch bei der mikroskopischen 
Betrachtung wiederkehrt: I. AuBere Zone, von uns auch ,,Rinde“ 
genannt. II. Mittlere Zone, von uns auch als , Intermediarzone“ be- 
zeichnet. III. Innere Zone, von uns auch ,,Mark‘‘ genannt. Die Bdr. 


AuBenzone = Rinde Intermediérzone Innenzone = Mark 
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Abb. 1. Schematischer Langsschnitt durch den ganzen Verlauf eines Driisen- 
schlauches (Tubulus), darunter die jeder Zone entsprechenden Querschnitte. 
Das Schema gibt im Langsschnitt das Verhalten der drei Zonen zueinander zwar 
maBgerecht, doch stairker verkleinernd als im Querschnitt wieder. Infolgedessen 
ist in Wirklichkeit die Lange des Tubulus im Vergleich zu seiner Dicke bedeutend 
gréBer als es dem Schema entspricht. HE = Hamatoxylin-EKosin, NS = Nilblau- 
sulfat, SS = Sudanschwarz, Glyk. = Glykogenfaérbung, S.Ph. = Saure Phos- 
phatase, OsO, = OsO,-Scharlachrot, SD = Smith-Dietrich, Pol. = Polarisations- 
mikroskopische Befunde. 


der Ente besteht aus zahlreichen vielschichtigen Driisenschliuchen 
weshalb sie als zusammengesetzte tubulése Driise zu bezeichnen ist, 
Jeder einzelne Driisenschlauch macht in seinem Verlauf charakte- 
ristische gestaltliche und histochemische Verainderungen durch. Die 
Driisenschlaiuche liegen parallel nebeneinander und die morphologischen 
und histochemischen Wandlungen erfolgen in allen Teilen auf gleicher 
Hohe. Dies ist der Grund fiir den Eindruck eines zonalen Aufbaus der 
Driise in ihrer Gesamtheit, dementsprechend zeigt aber auch jeder 
einzelne Driisenschlauch in jeder Zone ein kennzeichnendes Bild. 

Die Tubulusepithelien der AuBenzone (Rinde) gleichen morpho- 
logisch weitgehend Talgdriisenzellen, weshalb Cater und Lawrie® 
von einer ,,Talgzone“ sprechen. Die Epithelien nehmen in den auBersten 
Zellagen durch Einlagerung von Fettsubstanzen rasch an GréBe zu, 
behalten aber dann die gewonnene ZellgréBe bei, bis sie in toto ins. 
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Lumen der Tubuli abgestoBen werden (holokrine Sekretion). In der 
Intermediarzone ist das Tubuluslumen bereits wesentlich weiter 
als in der Rinde, waihrend der Gesamtdurchmesser des Driisenschlauchs 
eher etwas reduziert erscheint; auch die Epithelzellen sind etwas kleiner 
und flacher. Die auBersten Zellagen der Intermediirzone sind fettfrei, 
gegen das Lumen zu werden dann an GrofSe stark zunehmende Fett- 
tropfen eingelagert, die ebenfalls wieder durch AbstoBen der ganzen 
Zellen in das Tubuluslumen und damit ins Sekret gelangen. In der 
Innenzone (Mark) ist das Lumen sehr stark erweitert und wird nur 
von einer Lage zwei- bis dreischichtiger plattenepithelartiger Zellen 
umsaumt, eine Einlagerung von Fetttropfen ist hier nur in ganz geringem 
MaBe zu beobachten. 


Polarisationsmikroskopische Befunde 


Die polarisationsoptische Untersuchung der Entendriisen ergab 
sehr reichliche doppelbrechende Substanzen in den Rindenepithelien und 
im Sekret der Driise, waihrend sich die Zellen der Intermediar- und 
Innenzone vollkommen isotrop verhielten. Auf diese Weise ist die 
AuBenzone scharf’von den beiden inneren Zonen abzutrennen. Inner- 
halb der Rindenepithelien 14Bt sich eine ungleichmaBige Verteilung der 
doppelbrechenden Substanz feststellen. Diese liegt dicht gepackt im 
Plasma der auBersten 2—4 Zellagen, wihrend sie in den lumenwarts 
gelegenen Zellen nur in kleinerer Menge iiber die Zellen verstreut ist. 
Diese bereits am ungefairbten Praiparat durch Betrachtung mit dem 
Polarisationsmikroskop zu erhebende Unterteilung, namlich die scharfe 
Abgrenzung der Rinde von der iibrigen Driisensubstanz und innerhalb 
der Rinde die Trennung der auBersten 2—4 Zellagen von den itibrigen 
Epithelien, la8t sich auch bei den anderen histologischen Untersuchungen 
immer wieder erkennen. 

Um der chemischen Natur der doppelbrechenden Substanz naher 
zu kommen, versuchten wir, die Anisotropie durch Behandlung mit 
organischen Lésungsmitteln zum Schwinden zu bringen. Wir lieBen 
Fettlésungsmittel bei wechselnden Temperaturen und Zeiten auf Gefrier- 
schnitte einwirken. Die Einzelheiten gehen aus Tab. 1 hervor. 

Vor der Verwendung von Fliissigkeiten, die mit Wasser nicht oder 
nur wenig mischbar sind, entwasserten wir die Priparate kurz in Me- 
thanol, nachdem wir uns iiberzeugt hatten, dafB dieser bei Zimmer- 
temperatur keine erkennbare lésende Wirkung auf die doppelbrechende 
Substanz besitzt. Wie sich aus Tab. 1 ergibt, wird durch keines der 
gepriiften Lésungsmittel die Doppelbrechung innerhalb von 3 Min. 
irgendwie vermindert, erst bei langerer EKinwirkung und bei hoherer 
Temperatur zeigen CHCl,, Pyridin, CCl, und Tetrahydrofuran deut- 
liches Lésungsvermégen fiir die doppelbrechende Substanz, wahrend 
Aceton, Ather und Petrolather nicht merklich lésen. Die iibrigen Lésungs- 
mittel nehmen in der ,,lyotropen Reihe“ der Tab. 1 eine Zwischen-. 
stellung ein. 
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Tab. 1. Die doppelbrechende Substanz bei Anwendung verschiedener Liésungsmittel 
































Zellen der Rinde Sekret aller Zonen 
Eluens 3 Min. 1 Stde. | 1 Stde. | 3 Min. 1 Stde. | 1 Stde. 
b. Zimmertemp. |b. 50-—60°| b.Zimmert>mp. |b. 50—60° 
CHIC, -f sas + fast 0 0 + ob 0 
Pyridin . . . + + 0 a 4 0 
6, OF seine Sours +- a 0 ~ a fast 0 
Tetrahydrofuran + = 0 ae re reduz. 
Methanol + aE fast 0 a rs 4. 
Athanol .. . — + 0 ae ue ee 
Isopropanol + +- 0 gis em a 
Essigester . . a + 0 si re ae 
Benzol. . ... + “ 0 + 4. A 
TOMO 2 3 5 + + 0 ots |: of 
Ather, 225 3° + £u 3 at 4 as 
Petrolather. . a + ou mE Be pats 
Aceton a + + ae oe - 
Es bedeutet: + = nicht eluierbar, 0 = eluiert, — = nicht zu priifen. 


Wie widerstandsfahig die doppelbrechende Substanz gegen Eluierung 
ist, geht auch aus der Tatsache hervor, daB bei Einbettung in Paraffin 
(iiber Methyibenzoat/Benzol) die Doppelbrechung des Sekretes stets 
mehr oder weniger vollsténdig erhalten blieb. Beim Erwirmen der 
Schnitte auf 60° (nach Kawamura’) verschwand die Doppelbrechung 
nicht, so daB es sich nicht, wie dieser annahm, um gewohnliche Ester 
des Cholesterins handeln kann. AuBerdem erbrachte die chemische 
Aufarbeitung! der Bdr. nur so wenig Cholesterin, daB die polarisations- 
mikroskopisch sehr erhebliche Menge an doppelbrechender Substanz 
schon aus quantitativen Griinden nicht als Cholesterin anzusehen war. 
Dagegen weisen die Ergebnisse der chemischen Aufarbeitung! zusammen 
mit den in Tab. 1 zusammengestellten Lésungsversuchen darauf hin, 
daB es sich bei der doppelbrechenden Substanz um héhermolekulare 
Octadecylester handelt, die bei den angewandten Untersuchungs- 


temperaturen fest sind. 


Farberische und histochemische Befunde 


Sudanschwarz B: In den Aufenlagen der Rinde sind kleinste, graublaue 
Fetttropfen eingelagert, die zum Lumen hin rasch an GréBe zunehmen. Daneben 
liegen die stark lichtbrechenden, aber meist vollkommen ungefarbten K6érnchen 
der doppelbrechenden Substanz. In der Intermediarzone farben sich die Fett- 
tropfen wesentlich staérker an und werden auch erheblich gréBer als in der Rinde. 
In den Markepithelien kénnen nur vereinzelte dunkelblaue bis schwarze, groBe 
Fetttropfen gefunden werden. Das Sekret im Lumen der Tubuli wechselt in seinem 
Verhalten von Tier zu Tier, es ist teils graublau, teils schwarz, teils ungefarbt. 

Sudan III: Die bei Sudanschwarz B graublauen Tropfen der Rinde farben 
sich blaBorange, wihrend die Fetitrcrfen der Intermediarzone kraftig orangerot 
erscheinen. Das Sekret verhalt sich wechselnd wie bei Sucanschwarz B. 

Scharlachrot: Wie Sudan III. 
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Nilblausulfat: Die Fetttropfen der Rindenepithelien sind schwach rosarot, 
diejenigen der Intermediarzone kraftig rétlich-violett dargestellt. Das Sekret ist 
fleckformig schwach rétlich tingiert, bleibt zumeist aber ungefarbt. 

Os0,-Scharlachrot: Die doppelbrechenden Kérnchen der Rinde sind 
braun, die isotropen Fetttropfen der Rinde rot. Die Fetttropfen der Intermediar- 
zone erscheinen zum Teil schwarz, zum Teil rétlich und sind dann manchmal von 
einer schwarzen Hiille umgeben. Das Sekret im Lumen enthalt teils Os-positive, 
kérnige (doppelbrechende!) Substanz, teils Os-negative, rotgefarbte, amorphe 


(isotrope!) Substanz. 
Lipoidfarbung nach Smith-Dietrich: Nur in den AuBenlagen der 
Rinde sind dunkelbraune bis schwarze, schollenférmige Gebilde in wechselnder 


Menge und Farbintensitat zu erkennen. 
Cholesterin-Reaktionen: Samtlich negativ. 
Plasmal-Reaktion: In den AuBenlagen der Rinde geringe Rotfarbung. 
Glykogen: In den auBeren Zellagen der Intermediarzone sind zum Teil 
kleine Mengen von Glykogen nachweisbar, im Mark ist regelmaBig eine betracht- 


liche Glykogenmenge zu finden. 

Alkalische Phosphatase: Uberall negativ. . 

Saure Phosphatase: Stark positiv in den inneren Zellagen der Inter- 
mediarzone, gering positiv in den Markepithelien. 


Diskussion der Ergebnisse 


Die Rinde (AuBenzone) der Badr. gleicht histologisch weitgehend 
dem Bilde einer Talgdriise. Die hier beobachteten Fettstoffe treten in 


zweierlei Formen auf: 


1. als kleine, stark lichtbrechende und anisotrope Kérnchen, die 
sich mit den itiblichen Fettfarbungsmethoden nicht oder kaum anfarben 
und OsO, in geringem MaBe reduzieren. Hierbei diirfte es sich um 
Octadecylester héheren Schmelzpunktes handeln, die selbst bei Er- 
wairmen auf 60° fest bleiben, unter deren Siurekomponenten aber in 
geringem MaBe auch eine ungesittigte zu finden sein muB. 


2. als kleine bis mittelgroBe, isotrope Fetttropfen, die mit den 
gebrauchlichen Fettfarbungsmethoden schwach angefairbt werden und 
OsO, nicht reduzieren. Hierbei diirfte es sich um Ester des Octadecy]l- 
alkohols mit fliissigen, gesittigten, verzweigten Fettsiuren handeln, 
wie sie in der Bdr. von Enten in hohen Anteilen auftreten, z. B. er- 
brachte die chemische Aufarbeitung! optisch aktive Methyl-hexansaure, 
Methyl-heptansiure und hohere, fliissige, optisch aktive Fettsiuren 
bis C,,. 

Die Entstehung des Octadecanols und seiner Ester ist mit groBer 
Wahrscheinlichkeit in die AuBeren Zellagen der Rinde zu verlegen. 
Vor allem lassen die gering positive Plasmal-Reaktion und die Smith- 
Dietrichsche Lipoidfirbung diese Vermutung zu. Denn dort, wo ein 
reger Umbau von Fettstoffen stattfindet, pflegen meist auch Plasmale 
und Phosphatide in gréBerer Menge vorzukommen. Dafir spricht 
weiterhin, daB die Menge der isotropen und anisotropen Substanz von 
der 4.—5. Zellage an (von auBen her gerechnet) keine Veranderung 
mehr erleidet. 
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Die isotropen Fetttropfen der Intermediarzone farben sich sehr 
kraftig mit den iiblichen Fetifarbungsmethoden und sind auch stark 
osmierbar. Daraus ziehen wir den SchluB, daB es sich hier um Fette mit 
einem hdheren Prozentsatz an ungesittigten Fettséuren, besonders Ol- 
siure, handelt, und zwar sehr wahrscheinlich um Triglyceride, nicht 
mehr um Octadecylester. Denn Triglyceride sind im Modellversuch 
wesentlich starker als die letzteren mit den Fettfairbungsreaktionen 
anzufarben, und auch die im Vergleich zu den Octadecylestern relativ 
geringe Menge der durch chemische Aufarbeitung erhaltenen Glyceride 
wirde etwa dem Verhiltnis an Gesamtmasse von Rinde zu Inter- 
mediarzone entsprechen. Wir neigen daher zu der Annahme, daB sich 
Rinde und Intermediarzone funktionell unterscheiden, indem die Rinde 
Octadecylester bildet und die Intermediarzone diesen noch Triglyceride 
beimischt. 

Das Mark dient zweifellos nur als Ausfiihrungsgang und hat keine 
morphologisch faBbare Bedeutung mehr fiir die Zusammensetzung der 
Fettsubstanzen. Eine sinnvolle Deutung der Phosphatase- und Glykogen- 
Befunde erscheint uns zur Zeit nicht mdglich. 

Bei der Firbung mit Nilblausulfat ergab sich eine offensicht- 
liche Diskrepanz zur herrschenden Meinung, wonach Nilblausulfat nur 
ungesattigte Glyceride rot farbe, gesittigte ungefairbt lasse. Denn wir 
fanden, daB die mit Nilblausulfat rot-gefirbten Fetttropfen auf OsO, 
nicht reduzierend wirkten. Da an der Spezifitat der OsO,-Reaktion 
nicht zu zweifeln ist, kann die bisher fiir die Nilblausulfat-Farbung 
angenommene GesetzmaBigkeit in dieser Form nicht zutreffen. Wir 
haben daher an zahlreichen Modellsubstanzen (an Fettsiuren, Alkoholen, 
Estern, Kohlenwasserstoffen u. ahnl.) die Spezifitat der Nilblausulfat- 
Farbung abzugrenzen versucht. Dabei ergab sich u.a., daB die Rot- 
firbung mit Nilblausulfat durch fliissige Ester von gesiattigten und 
ungesattigten, normalen und auch verzweigten Fettsiuren hervor- 
gerufen wird, waihrend feste Ester ungefairbt bleiben, auch wenn 
sie ungesaéttigt sind. Die Nilblausulfat-Farbung sagt also nichts 
uber ungesaéttigte Bindungen aus, sondern ihr positiver Ausfall hangt 
ab von der Konsistenz des Fettstoffes bei der jeweiligen Farbungs- 
temperatur. Uber die Einzelheiten der Nachpriifung der Nilblausulfat- 
Farbung und einiger weiterer Fettfairbungsmethoden an Hand ver- 
schiedenster Modellsubstanzen werden wir an anderer Stelle ausfiihrlich 
berichten5. 


Zusammenfassung 


Die Biirzeldriise der Ente setzt sich aus drei Zonen zusammen: 
1. AuBenzone (Rinde): Sie enthalt in ihren talgdriisenihnlichen 
Epithelien anisotrope, gering osmierbare und isotrope, nicht osmier- 


5 K.Lennert u. G. Weitzel, ,,Zur Spezifitat der histologischen Fett- 
farbungsmethoden“. Z. mikroskop. Technik. 
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bare Fettsubstanzen, die wahrscheinlich festen bzw. fliissigen Octadecyl- 
estern entsprechen. 

2. Intermediirzone: Sie enthalt isotrope, stark osmierbare Fett- 
tropfen, die wahrscheinlich als Glyceride aufzufassen sind, deren Saure- 
komponente zum Teil ungesittigt ist. 

3. Innenzone (Mark): Hier findet keine morphologisch faBbare 
Verianderung des Sekretes statt, die Tubuli sind hier nur noch als Aus- 
fiihrungsginge zu betrachten. 


Uber Transaminierungen 


Die enzymatische Bildung von Alanin aus Asparaginsadure 
Von 
Kurt Heyns und Wolfgang Koch 
. Aus dem Chemischen Institut der Universitat Hamburg 


(Der Schriftleitung zugegangen am 27. August 1951) 


Kiirzlich berichteten Meister, Sober und Tice! iiber die Bildung 
von Alanin und CO, aus Asparaginsiiure durch Zellen von Clostridium 
welchit und zellfreie Priparate aus diesem Organismus. Die Reaktion 
wird durch Brenztraubensiure und eine Anzahl anderer «-Ketosaéuren 
beschleunigt. Bei vélligem Fehlen von «-Ketosiuren erfolgt keine 
Umsetzung. Die Verfasser kommen auf Grund eingehender experimen- 
teller Untersuchungen zu dem Schlu8, da8 die Asparaginséure durch 
eine in den genannten Priparaten wirksame Carboxylase direkt zu 
Alanin decarboxyliert wird. 

Die Arbeit fand unser besonderes Interesse, da wir ahnliche Beob- 
achtungen an Extrakten aus Schweineherzmuskel gemacht hatten. 
Bei der Priifung eines Bicarbonatauszugs aus frischem Schweineherz 
auf Aminopherase-Aktivitét mit Asparaginsiiure und «-Keto-glutar- 
siure erhielten wir auf dem Papierchromatogramm aufer dem er- 
warteten Glutaminsiurefleck einen sehr starken Alaninfleck. Bei 
Fortlassen der «-Keto-glutarsiure blieb die Asparaginsiure unverandert. 
Ersatz der «-Keto-glutarsiure durch Brenztraubensiure fiihrte eben- 
falls zu keiner Reaktion. Bei groBer auBerer Ahnlichkeit bestehen somit 
doch wesentliche Unterschiede zwischen der Reaktion mit Praparaten 
aus OC, welchit und derjenigen mit Herzmuskelextrakten. Wahrend im 
ersten Falle Brenztraubensdure als Aktivator wirkt, ist sie im zweiten 
véllig wirkungslos. Weiter zeigten unsere Chromatogramme neben- 
einander Alanin und Glutaminséure, wihrend die genannten Autoren 


1 A. Meister, H. A. Sober u. S. V. Tice, J. biol. Chemistry 189, 577 [1951]. 
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bei Verwendung anderer «-Keto-siuren als Brenztraubensiure, die 
diesen Ketosiuren entsprechenden Aminosiuren neben dem Alanin 
nie feststellen konnten. Es ist daher anzunehmen, da8B der Mechanismus 
der Alaninbildung in beiden Fallen verschieden ist. Die durch Herz- 
muskelextrakt katalysierte Reaktion diirfte in folgender Weise verlaufen : 

1. Zwischen Asparaginsiure und «-Keto-glutarsiure findet die 
bekannte Transaminierungsreaktion? unter Bildung von Oxalessigsdure 
und Glutaminsaure statt. 

2. Die Oxalessigsiure wird zu Brenztraubensiure decarboxyliert. 
Das diese Umwandlung bewirkende Enzym wurde erstmalig 1936 von 
Szent-Gyoérgyi*® nachgewiesen. 

3. Die Brenztraubensiure setzt sich dann mit der gebildeten 
Glutaminséure in ebenfalls bekannter Transaminierungsreaktion zu 
Alanin und «-Keto-glutarsiure um. 

Fiir diesen Reaktionsweg sind nur solche Enzyme erforderlich, 
deren Vorhandensein im Schweineherzmuskel bereits nachgewiesen ist. 
Der Nachweis von Alanin und Glutaminsdéure nebeneinander spricht 
dafiir, daB die Reaktion tatsichlich so verliuft. Die Wahrscheinlichkeit 
einer direkten Decarboxylierung der Asparaginsiéure zu Alanin halten 
wir bei der von uns beobachteten Reaktion fiir sehr gering. 

Das <Ausbleiben einer Reaktion zwischen Asparaginsiure und 
Brenztraubensaure scheint zu bestitigen, daB eine Asparagin-Amino- 
pherase im Schweineherzmuskel nicht vorkommt. Wir haben mehrmals 
ohne Erfolg versucht, dieses Enzym in Bicarbonatausziigen aus frischen 
Schweineherzen nachzuweisen. Friher galt das Vorkommen dieses 
Enzyms als gesichert*, spiter wurde seine Existenz aber in Zweifel 
gezogen®, Heute kann man wohl mit Sicherheit annehmen, da8 einer 
der beiden Reaktionsteiinehmer bei Transaminierungen Glutaminsaiure 
bzw. «-Keto-glutarsiure sein muB. 

Im Gegensatz zu ihrem Verhalten gegeniiber Asparaginsdure 
+ Brenztraubensaure zeigten sich unsere Extrakte gegeniiber Glutamin- 
siure + Brenztraubensiure hoch aktiv. Das Papierchromatogramm 
dieses Ansatzes zeigte einen starken Alaninfleck. Auch die umgekehrte 
Reaktion, Glutaminséure-Bildung aus Alanin + «-Keto-glutarsaure, 
verlief erfolgreich. Damit diirfte erwiesen sein, daB die mangelnde 
Asparagin-Aminopherase-Aktivitét unserer Praparate nicht auf ein 
Fehlen von Aminopherase-Aktivitait iiberhaupt zuriickzufiihren ist. 

AuBer Alanin und Asparaginsaure lieferten folgende Aminosiuren 
mit «-Keto-glutarsiure bei Einwirkung unseres Herzmuskelextraktes 


2 Zusammenfassende Ubersicht iiber Transaminierungen: Advances Protein 
Chem. III (Academic Press., New York 1947) u. K. Heyns, Angew. Chem. 61, 
474 [1949]. 

3 I. Banga u. A.v. Szent-Gyérgyi, diese Z. 245, 113 [1937]. 

4M. G. Kritzmann, Nature [London] 148, 603 [1939]. 

5 Vgl. u.a. D. E. Green, L. F. Lelvoir u. V. Nocito, J. biol. Chemistry 
161, 559 [1945]. 
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Glutaminsiure: Leucin, Isoleucin, Norleucin, Pseudoleucin, Valin, 
Norvalin, Tyrosin, Phenylalanin, Phenylserin, Methionin, Arginin, 
Lysin und Histidin. Die Reaktionslésungen mit den drei letztgenannten 
Substanzen lieferten nur schwache Glutaminsiureflecken. Keine Um- 
setzung erhielten wir mit Glycin. Die Umsetzungen mit Phenylserin, 
Norvalin und Pseudoleucin wurden unseres Wissens in der Literatur 
bisher nicht beschrieben. Saimtliche Substanzen waren zuvor papier- 
chromatographisch auf Identitaét und Einheitlichkeit geprift worden. 
Die Herzextrakte erwiesen sich auf dem Chromatogramm als frei von 
Aminosauren. Sie gaben mit «-Keto-glutarsiure allein keinen Effekt. 

Mit einem Teil der von uns verwandten Substanzen und 10 weiteren 
Aminosauren erzielten Cammarata und Cohen® kiirzlich den gleichen 
Effekt. Wahrend wir zum Nachweis der Umsetzungen die Papier- 
chromatographie benutzten, bestimmten Cammarata und Cohen 
die gebildete Glutaminsiéure nach einer manometrischen Methode. Die 
Ubereinstimmung der auf zwei véllig verschiedenen Wegen erhaltenen 
Ergebnisse sichert diesen eine besondere Beweiskraft. 

Die gleichen Extrakte wie fiir die obenstehenden Versuche be- 
nutzten wir auch noch zur Priifung der Frage, ob Kohlenhydrate, 


Aminozucker und ahnliche Verbindungen Transaminierungsreaktionen. 


zuganglich sind. Dies schien uns deshalb von Interesse, weil tiber die 
Entstehung von Aminozuckern, deren weite Verbreitung im Saugetier- 
organismus heute auBer Frage steht, noch nichts bekannt ist. Es wurden 
folgende Versuche angesetzt: Glucosamin und Glucosaminséure mit 
a-Keto-glutarsiure; «-Keto-gulonsiure, «-Keto-gluconsaiure, Fructose, 
Sorbose und Glucose mit Glutaminsiure. Samtliche Versuche verliefen 
negativ. Nach den bisherigen Erfahrungen mit Transaminierungen 
nehmen nur «-Aminoséuren und «-Ketosiuren an diesen Reaktionen 
teil. Fir d-Aminosaéuren — zu denen auch die Glucosaminsaure gehort — 
ist bisher eine Transaminierung noch nicht mit Sicherheit nachgewiesen 
worden. Von den oben genannten Substanzen schienen daher nur 
«-Keto-gulonsiure und «-Keto-gluconsiure einige Aussicht auf Erfolg 
zu versprechen. Da auch mit ihnen keine Reaktion eintrat, glauben 
wir verallgemeinernd den Kohlenhydraten und ihren Derivaten die 
Fahigkeit zur Teilnahme an Transaminierungen iiberhaupt absprechen 
zu k6énnen. 


Beschreibung der Versuche 


Herzmuskelextrakt: 120 g Schweineherzmuskel wurden mit 500 ccm 1-proz. 
KHCO,-Lésung in einem Multimix-Apparat homogenisiert (5 Min.) und durch 
ein Leinentuch filtriert. 

Versuchsansatze: Simtliche Substrate wurden in etwa 1/,9-mol. Konzentration 
verwandt. Zu diesem Zweck wurden etwa 0,5 m Mol der Substrate in ein Reagens- 
glas eingewogen und mit 5 ccm des Enzymextraktes versetzt. Das Gemisch wurde 
durch Zutropfenlassen von n-NaOH auf einen pq-Wert zwischen 7 und 8 ge- 


6 P.S.Cammarata u. P.P.Cohen, J. biol. Chemistry 187, 439 [1950]. 
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bracht. Die Ansaétze wurden 4 Stdn. im Brutschrank bei 38° aufbewahrt und 
anschlieBend auf das Chromatogramm gebracht. — Papierchromatographie: Es 
wurden eindimensionale Chromatogramme in schon friiher beschriebener Weise 
hergestellt’. Als Lésungsmittel diente Butanol-Eisessig, als Papiersorte Schleicher 
und Schill 602 h:p. Es wurden von jeder Probe 5 yl aufgetropft. 


Zusammenfassung 


Rohe Extrakte aus Schweineherzmuskel bilden aus Asparagin- 
siure und «-Keto-glutarsiure auBer Glutaminsaure auch Alanin. 

Asparaginséure und Brenztraubensiure geben unter den gleichen 
Bedingungen keine Umsetzung. Eine Asparagin-Aminopherase kommt 
demnach in Schweineherzen nicht vor. 

Die gleichen Extrakte bilden Glutaminsiure aus «-Keto-glutar- 
siure und folgende /-Aminoséuren: Alanin, Leucin, Isoleucin, Norleucin, 
Pseudoleucin, Valin, Norvalin, Tyrosin, Phenylalanin, Phenylserin, 
Methionin, Arginin, Lysin und Histidin. 


Stabilisierung von Thrombokinase-Praparaten 
Von 
Hermann Druckrey und Klaus Kaiser 


Aus der Chirurgischen Universitits-Klinik, Freiburg im Brg. 
(Direktor Prof. E. Rehn) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 6. August 1951) 


Die Bestimmung der Blutgerinnungszeit unter Zusatz eines Uber- 
schusses an Thrombokinase (,,Prothrombinzeit“‘) hat sich als einfache 
und genaue Laboratoriumsmethode schnell durchgesetzt. Sie ist da- 
durch erschwert, daB die iiblichen, rohen Thrombokinase-Praparationen 
auch als Trockenpulver nur begrenzt haltbar sind. Die dadurch not- 
wendige, standige Kontrolle der abnehmenden Aktivitat ist einerseits 
unbequem, zum anderen sichert sie doch nicht vor Fehlern, weil nach 
unseren Erfahrungen geniigend verlaBliche Resultate nur dann ge- 
wonnen werden kénnen, wenn die Aktivitét der Thrombokinase- 
Praparate nicht nur geniigend groB, sondern auch einigermaBen kon- 
stant ist. 

Da uns die Einschmelzung von Thrombokinase-Trockenpulvern in 
kleinen Portionen in Ampullen unter Stickstoff oder im Vakuum nicht 
restlos befriedigte, erschien es uns wichtig, nach einem Stabilisierungs- 
mittel zu suchen, das schon in kleinsten Mengen, die den Gerinnungs- 
ablauf nicht stéren, eine ausreichende Wirkung entfaltet. 


7 K. Heyns u. G. Anders, diese Z. 287, 1 [1951]; K. Heyns u. W. Walter, 
diese Z. 287, 15 [1951]. 
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Fir waBrige Thrombokinase-Suspensionen aus Stierhoden wurde 
kirzlich von Mauer! der Zusatz von 10—20°% Harnstoff als Stabili- 
sierungsmittel angegeben. Die Verwendung eines Zusatzes in so hoher 
Konzentration erschien indessen bedenklich, weil dabei Einwirkungen 
auf das ohnehin noch reichlich unklare Gerinnungssystem méglich sind. 
EKigene Versuche bei Verwendung von Hirnthrombokinase ergaben, 
daB8 ein Harnstoffzusatz sogar eine starke Gerinnungsverzégerung 
hervorruft. Der Testwert der in 15-proz. Harnstofflésung frisch gelésten 
Hirnthrombokinase betrug 95 Sek. gegeniiber 22 Sek. bei der gleichen 
Thrombokinasesuspension ohne Harnstoff. Auch die Gerinnung von 
Blut ohne Zusatz von Thrombokinase wurde durch Harnstoff stark 


verzogert. 


Methode 


Unsere Untersuchungen mit Stabilisierungszusitzen warden an Thrombo- 
kinase-Praparaten ausgefiihrt, die wir aus der Corticalis von Humanhirn durch 
Trocknung mit Aceton? herstellten. 

Je eine Probe des pulverférmigen Praiparates verrieben wir sorgfaltig mit den 
einzelnen Zusatzen. Die Aufbewahrung erfolgte iiber 6 Monate, bei Zimmer- 
temperatur und normaler Luftfeuchtigkeit in gleich groBen GlasgefaBen am gleichen 
Ort und unter einfachem KorkverschluB, also ohne jeden weiteren Schutz. Dies 
geschah, um Aktivitatsverluste schon in méglichst kurzer Zeit erkennen zu kénnen. 

Zur jeweiligen Testung wurden dann je 100 mg der einzelnen Trockenpraparate 
in 10 ml physiol. Kochsalzlésung unter mehrfachem Schiitteln 30 Min. lang bei 
45° extrahiert. Die Extrakte kamen nach Durchseihen durch 4 Lagen Mull zur 
Priifung. 

Diese erfolgte an frisch entnommenem Venenblut (Gerinnungsschutz: Natrium- 
oxalat, Endkonzentration 0,134% = 0,01l-mol.). Das Blut stammte stets vom 
gleichen Spender. Zu 0,1 ml Blut wurde 0,1 ml des Thrombokinase-Extrakts 
gegeben, dann 30 Sek. bei 35° vorgewairmt und mit 0,1 ml einer 0,5-proz.* CaCl,- 
Lésung (180 mg% Calcium) recalzificiert. Der Testwert der Gerinnungszeit wurde 
durch Mittelwertsbildung aus 3—4 Einzelbestimmungen gewonnen. Dar mittlere 
Fehler des Mittelwertes betragt dabzi etwa +3%. 


Versuche 


Nach den vorliegenden Erfahrungen kamen als Stabilisierungs- 
mittel fiir Thrombokinasepraparate in erster Linie oxydationshemmende 
Substanzen in Frage, wie sie z. B. bei der Fettkonservierung verwendet 
werden*, Deshalb untersuchten wir eine Reihe von Antioxydantien 
und ferner Schwermetallkomplexbildner. Die Ergebnisse zeigt Tab. 1. 
Die Konzentrationen sind in Prozent angegeben, bezogen auf Gewicht 


* Die relativ hohe Calciumchlorid-Konzentration wurde gewahlt, weil die 
Gerinnung bei schwicheren Konzentrationen zu schnell verlauft und deshalb 
nicht geniigend genau bestimmt werden kann. Uber den Einflu8 der Calcium- 
chlorid-Konzentration auf die ,,Prothrombinzeit‘‘ und iiber die Méglichkeit, die 
Aktivitat von Thrombokinase-Praparaten durch wechselnden Zusatz von Calcium- 
chlorid auf einen gewiinschten Wert einzustellen, wird gesondert berichtet. 

1H. Mauer, Biochem. Z. 320, 156—161 [1950]. 

2 J. Quick, Amer. J. Physiol. 114, 285 [1935/36]. 

3 K. Thomas u. G. Weitzel, ,,Biochemie, Teil I‘‘, herausgeg. von R. Kuhn, 
Naturforschung und Medizin in Deutschland 1939—1946 (Fiat Review). Dieterich, 
Wiesbaden 1947. Bd. 39, S. 1—58. 
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Trockensubstanz des Thrombokinase-Priparates. Bei Gasen wurde 

das GefaiB vor dem Verschlu8 einige Minuten durchstrémt. 
Hydrochinon, das als Konservierungsmittel fiir Lecithin-Kephalin- 

Gemische kiirzlich beschrieben wurde und die Aktivitat der ,,Thrombo- 


Tab. 1. Einflu8 verschiedener Stabilisierungsmittel auf die Haltbarkeit von 
Thrombokinase-Praparaten (Trockenpulver) aus Humanhirn-Corticalis. 
































Zunahme der Gerinnungszeit in % des Ausgangs- 
wertes nach Seasiee 
Zusatz ilies 
- : = 
in g% 1 3 4 6 
Hydrochinon 0,5 80 92 — 115 171 
Chinhydron 0,5 5 5,5 6,5 10 20 
Dodecylgallat 0,5 59 118 209 246 _ 
Ascorbinsaure 0,5 100 291 — — — 
Glucose 2,0 125 221 255 297 457 
o-Phenanthrolin 0,5 114 180 210 275 518 
8-Oxy-chinolin 0,5 29 70 119 153 288 
CO, 14 30 49 94 192 
co 27 54 159 225 — 
Kontrolle 76 162 182 248 336 
% 5A % 
300 rh 150 ‘ 
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Abb. 1. Abb. 2. 
_ 1. Haltbarkeit von ,,Thrombokinase-Trockenpulver“ bei Zusatz von: 
—-— Hydrochinon, 2 — —— Chinhydron, 3 -- -- 8-Oxy-chinolin, 
4 —++— CO,, 5 Kontrolle ohne Zusatz. Ordinate: Zunahme der Ge- 





a in % des Ausgangswertes bei ¢,. Abszisse: Aufbewahrungszeit. 
Abb. 2. Haltbarkeit von waBrigen Thrombokinase- Suspensionen bei Zusatz von: 
1 ---- Chinhydron 2 mg%, 2 —-—- Chinhydron 10 mg%, 3 — — — Chin- 
hydron 5 mg%, 4 Kontrolle ohne Zusatz. Koordinaten entspr. Abb. 1. 





kinase“-Suspension iiber 25 Tage stabilisieren soll*, war hier nicht sicher 
wirksam. Fast alle anderen von uns gepriiften Zusiatze erwiesen sich 
alsravextdos bis auf Chinhydron, CO,, CO und vielleicht noch 8-Oxy- 
chanein 4Xab!D uw. Abb. 1). 


4 J. Lein u. P. Lein, Proc. Soc. exp. Biol. Med. 70, 446—448 [1949]. 
Hoppe-Seylers Zeitschrift f. physiol. Chemie. 288 20 
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Die weitaus stairkste, anhaltendste und sicherste Schutzwirkung 
hatte Chinhydron. Der Aktivitaétsverlust (= prozentuale Zunahme 
der Gerinnungszeit gegeniiber dem Ausgangswert) des so stabilisierten 
Priparates betrug nach 2 Mon. nur 5,5%. Das entspricht einer Zu- 
nahme der Gerinnungszeit von 17,8 auf 18,8 Sek.; dieser Unterschied 
ist noch nicht signifikant. Die Kontrolle ohne Zusatz zeigte nach dieser 
Zeit eine Zunahme der Gerinnungszeit von 17,8 auf 46,7 Sek., also um 
162% und hatte damit schon lange die Grenze der Verwendbarkeit 
iiberschritten. Erst nach dem 5. Monat trat bei der mit Chinhydron 
stabilisierten Thrombokinase ein merklicher Aktivitatsverlust auf. Er er- 
reichte aber auch nach 6 Monaten erst 20°. Der Testwert lag bei 21,5 
gegeniiber 17,8 Sek. im Anfang. Die Kontrolle ohne Zusatz wies jetzt eine 
Zunahme der Gerinnungszeit von 17,8 auf 78 Sek., also um 336% auf. 

Da die Praparate in unseren Versuchen absichtlich ohne weitere 
VorsichtsmaBnahmen aufbewahrt wurden, kann bei AusschluB von Luft 
und Feuchtigkeit eine noch befriedigendere Schutzwirkung erwartet 
werden. Die Anwendung einer héheren Chinhydronkonzentration als 
0,5% erbrachte keine besseren Ergebnisse. 

Die Thrombokinase-Praparate wurden bei der Herstellung der Ge- 
brauchssuspension 1: 100 in physiol. Kochsalzlésung verdiinnt, so daB die 
Endkonzentration des Chinhydrons im Ansatz nur 5 mg% betrug. Auf 
0,1 ml Blut kamen also5y Chinhydron. Diese minimale Menge hatte keinen 
Einflu8 auf den Gerinnungsablauf. Die Verwendung mit Chinhydron kon- 
servierter Thrombokinase-Priparate hat sich uns inzwischen an iiber 
8000 ,,Prothrombin-Index‘‘-Bestimmungen ausgezeichnet bewahrt. 

AnschlieBend haben wir untersucht, ob Chinhydron auch waBrige 
Thrombokinase-Suspensionen zu stabilisieren vermag. Der Chinhydron- 
zusatz betrug in 3 Versuchsansitzen 2, 5 u. 10 mg%. Ein weiterer 
Ansatz ohne Chinhydron diente als Kontrolle. Alle Ansétze wurden bei 
Zimmertemperatur ohne Vorsichtsmanahmen aufbewahrt. Auch hier 
hatte der Chinhydronzusatz eine ausgezeichnete Schutzwirkung (Abb. 2). 

Der Ansatz mit 5 mg% (entspr. 0,5°%, bezogen auf Thrombokinase- 
trockensubstanz) zeigte noch nach 5 Tagen den gleichen Testwert wie 
am Anfang, nimlich 20 Sek.; die Kontrolle ohne Zusatz wies dagegen 
einen betrichtlichen Verlust auf. Die Gerinnungszeit war von 19,5 
auf 31,3 Sek., also um 60% verlingert. Die Erhohung des Chinhydron- 
zusatzes auf 10 mg, oder seine Herabsetzung auf 2mg% brachte 
keine besseren Ergebnisse. Nach dem 5. Tag verloren alle Praparate 
schnell an Aktivitaét, da die Ansatze faulten. 


Zusammenfassung 
Chinhydron hat eine hohe stabilisierende Wirkung auf Thrombo- 
kinase-Praparationen in trockener Form und in waBriger Suspension. 
In weitem Abstand folgen CO,, CO, 8-Oxy-chinolin, Hydrochinon und 
Dodecylgallat. Ascorbinsiure, o-Phenanthrolin und Glucose waren 
ohne Schutzwirkung. 


4 








Pid 











Bd. 288 (1951) | Uber Dioxo-piperazine aus Puppen des Seidenspinners 





Uber Dioxo-piperazine aus Puppen des Seidenspinners 
(Bombyx mori L.) 


Von 
Adolf Butenandt, Peter Karlson und Wolfram Zillig 


der Universitat, Tiibingen 
(Der Schriftleitung zugegangen am 1. August 1951) 


Aus dem Max-Planck-Institut fiir Biochemie und dem Physiologisch-chemischen Institut 


Im Rahmen von Versuchen zur Isolierung und Reindarstellung 
des Puparisierungshormons der Fliegen! haben wir Extrakte aus Seiden- 


a spinner-Puppen (Bombyx mori L.) fraktioniert. Dabei wurden einige 


deren Konstitution wir kliren konnten. 


erkannt; iiber sie wird im folgenden berichtet. 








»Sbst. a‘: Schmp. 159°, C,,H,,0.N,, 
: »Sbst. b“: Sublim.-Pkt. 188°, C,)H,,0,N,, 
’ »Sbst. ce“: Schmp. 164/65°, C, H,,0.N,, 


Sbst. d‘: Sublim.-Pkt. 2509, | C, H,,0,N). 








1 Erich Becker, Biol. Zbl. 61, 360 [1941]. 


Z. 279, 27 [1943]. 


P. Karlson u. E. Hecker, Z. Naturforschg. 5b, 237 [1950]. 
6 H. Hellmann, diese Z. 288, 95 [1951]. 











kristallisierte Substanzen ohne Puparisierungswirksamkeit gewonnen, 


Wie bereits mitgeteilt wurde?, erwies sich eine dieser Verbindungen 
als Kynurin und damit als neues physiologisches Abwandlungsprodukt 
des Kynurenins, der genabhingigen Vorstufe der Ommochrom- 
Pigmente*. Vier weitere Kristallisate wurden als Dioxopiperazine 


Die in der bereits beschriebenen Weise? in bezug auf die hormonale 
Wirksamkeit angereicherten Extrakte aus 200kg Bombyx-Trocken- 
puppen wurden aus Essigester-Lésung der Chromatographie an Alu- 
miniumoxyd der Aktivitatsstufe ITI nach Brockmann‘ unterworfen. 
Aus den mit Essigester erhaltenen Eluaten kristallisierten Substanz- 
gemische, deren Auftrennung in reine Komponenten durch Gegenstrom- 
verteilung zwischen Essigester und Wasser® und Umkristallisieren aus 
Essigester und Aceton gelang. Zu ihnen gehéren 4 Verbindungen, die 
im Puparisierungstest an Calliphora-Larven mit 100 y keine physio- 
logische Wirkung zeigen und nach Analyse und Molekulargewichts- 
Bestimmung durch folgende Molekular-Formeln zu kennzeichnen sind: 


Die durch energische Einwirkung von Séure gewonnenen Hydro- 
lysate der 4 Verbindungen zeigten bei py 7 eine tiefviolette Ninhydrin- 
Reaktion, die auf das Vorliegen von Aminosiuren hindeutete. Zu deren 
Identifizierung bedienten wir uns der papierchromatographischen 
Methode® unter Verwendung von Whatman-Papier Nr. 1 und Butanol- 


2 A. Butenandt, P. Karlson u. W. Zillig, diese Z. 288, 125 [1951]. 
3 A, Butenandt, W. Weidel, R. Weichert u. W. von Derjugin, diese 


4H. Brockmann u. B. Schodder, Ber. dtsch. chem. Ges. 74, 73 [1942]. 
° H. Rauen u. W. Stamm, Chem.-Ing.-Techn. 21, 259 [1949]; vgl. auch 
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Methanol-Wasser als Lésungsmittel. Wir fanden im Hydrolysat der 
, Sbst. a“ Prolin und Leucin, der ,,Sbst. b‘‘ Prolin und Valin und 
der ,,Sbst. c“‘ Prolin und Alanin; die ,,Sbst. d“ lieferte als Hydrolysen- 
Produkte Leucin und Alanin. Damit wurde wahrscheinlich, daB 
es sich bei den 4 Naturprodukten aus Bombyx-Puppen um die Dioxo- 
piperazine Leucyl-prolin-anhydrid (I), Valyl-prolin-anhydrid 
(II), Alanyl-prolin-anhydrid (III) und Leucyl-alanin-anhydrid 
(IV) handelt. 


H,C CH, 
H,C—CH, CH, CH 
. ¢ | 
oF ng IR=—C H,- ( ‘H CH, 
N co CH; H 
| CH, DB 
oc NH jpR-_CH ‘ HN CO 
\cg \ Uae 
“H CH, oC NH 
R III R = —CH, \cq «iV 
CH, 


l-Leucyl-/-prolin-anhydrid (I) ist schon linger bekannt’ 
und wurde in biologischem Material verschiedener Herkunft aufgefunden, 
so von Wintersteiner® in Rindernebennieren, von Ingle® in Schweine- 
nebennieren und kirzlich von Johnson, Jackson und Eble?!® in 
Kulturmedien von Aspergillus- und Penicillium-Arten. Seine Eigen- 
schaften stimmen mit denen unserer ,,Sbst. a‘‘ vollig iiberein, so daB 
an ihrer Struktur kein Zweifel sein kann. 

Die iibrigen Dioxo-piperazine (II, III, IV) sind unseres Wissens 
bisher in der Literatur nicht beschrieben worden. Da die Infrarot- 
Spektren!! unserer ,,Substanzen b, c und d‘ untereinander und mit 
dem Spektrum des Leucyl-prolin-anhydrids!® groBe Ahnlichkeit auf- 
weisen, war auch ihre Struktur im Sinne der Formeln II, III und IV 
von vornherein wahrscheinlich. Die endgiiltige Sicherung fiir die Struktur 
aller 4 Stoffe erbrachten wir durch einen Vergleich mit synthetisch aus 
den entsprechenden /-Aminoséuren bereiteten Dioxo-piperazinen. 

Die Synthese der 3 Prolin enthaltenden Anhydride I, II und UI 
wurde in Anlehnung an die Vorschrift von Emil Fischer’ durch- 
gefiihrt. J-Prolylchlorid wurde in Chloroform mit /-Leucin-, /-Valin- 
bzw. J-Alanin-athylester zu den Dipeptidestern umgesetzt und diese 


7 E. Fischer u. G. Reif, Liebigs Ann. Chem. 367, 126 [1908]. 

8 O. Wintersteiner u. J. J. Pfiffner, J. biol. Chemistry 111, 599 [1935]. 

9 M.H.Kuizenga, J.W.Nelson, S.C. Lyster u. D.Ingle, J. biol. 
Chemistry 160, 15 [1945]. 

10 J,L. Johnson, W. G. Jackson u. Th. E. Eble, J. Amer. chem. Soc. 
78, 2947 [1951]. 

11 Die Infrarotspektren hat Dr. U. Schiedt an unserem Institut mit einem 
Zweibiindel-Infrarotspektrcphctometer Perkin-Elmer Modell 21 aufgenommen. 
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mit alkoholischem Ammoniak zu den Dioxo-piperazinen cyclisiert. 
Der zur Darstellung des /-Leueyl-l-alanin-anhydrids IV _ bendtigte 
/-Leucyl-l-alaninester wurde aus /-Alanin und Phthalyl-/-leucin nach 
der Kohlensiéureester-anhydrid-Methode von Boissonas! und an- 
schlieBender Hydrazin-Spaltung nach Sheehan und Frank’ auf- 
gebaut; die Cyclisierung erfolgte durch Erhitzen in methylalkohol. 
Lésung. Die reinen Dioxo-piperazine wurden aus den déligen Reak- 
tionsprodukten durch Chromatographie gewonnen; sie erwiesen sich in 
Schmelz- (und Mischschmelz-)Punkt, Kristallform und spezif. Drehung 
mit den Naturprodukten identisch. 

Wir glauben, da8 die isolierten Dioxo-piperazine — oder zum 
mindesten ihnen entsprechende Dipeptide — als solche in den Schmetter- 
lingspuppen vorkommen und nicht wahrend des Aufarbeitungsganges 
entstanden sind. Welche Rolle ihnen im biologischen Geschehen zu- 
kommt, ist noch unbekannt. Auffallend ist, daB in drei Fallen die eine 
Komponente Prolin ist, waihrend die andere in homologer Reihe variiert. 


Beschreibung der Versuche 
I. Isolierung der Dioxo-piperazine 


Die Gewinnung und Reinigung der Extrakte aus 200 kg Seidenspinnertrocken- 
puppen wurde bereits beschrieben?. Die bei der Chromatographie an Aluminium- 
oxyd der Aktivitaétsstufe IV nach Brockmann‘ vor den hochwirksamen An- 
teilen eluierten Fraktionen wurden vereinigt und erneut aus Essigester an Alu- 
miniumoxyd der Aktivitatsstufe III chromatographiert. 

Aus den Frakt. 2—5 (je 25 cem Essigester) wurden 413 mg eines Kristallisats 
vom Schmp. 141—150° erhalten, das sich durch Umkristallisieren aus Essigester 
und Aceton nicht weiter auftrennen lie’. Durch 24-fache Gegenstromverteilung 
zwischen Essigester und Wasser lieB sich das Gemisch in 2 einheitliche Stoffe 
aufteilen. Der eine mit dem Verteilungskoeffizienten K = 1,46 (98 mg) kristalli- 
sierte aus Essigester in diinnen, glanzenden Blattchen vom Schmp. 159° (Methodik 
Kofler) = Sbst. a. 

Optische Drehung: 4,069 mg in 1 ccm Methanol, « = — 0,583°, [a ]#? = — 142,7°. 

4,938 mg Sbst.: 11,300 mg CO,, 3,750 mg H,O. — 3,024 mg Sbst.: 0,366 ccm N, 
(24°, 730 mm). 

C,,H,,0.N.. Ber. C 62,83, H 8,63, N 13,32. 

Gef. C 62,43, H 8,50, N 13,37. 

Der 2. Stoff (= Sbst. b) mit dem Verteilungskoeffizienten K = 0,405 (295 mg) 
bildet aus Essigester oder Aceton lange Nadeln, die unter dem Koflerschen Heiz- 
mikroskop bei 140° zu sublimieren beginnen. Am Deckglas wachsen lange SpieBe 
aus, die bei 188° verschwinden. Nur unreine Praparate zeigen echte Schmelz- 
punkte. 

24,965 mg in 2ccm Methanol, « = — 1,926°, [a]}} = — 153,7°. 

4,568, 3,182 mg Sbst.: 10,300, 7,150mg CO,, 3,360, 2,350mg H,O. — 
2,446 mg Shst.: 0,311 ccm N, (26,5°, 728mm). — 0,149 mg Sbst. in 2,980 mg 
Campher, 4 = 9,6°. 

CyoH,,O.N,. Ber. C 61,34, H 8,22, N 14,28, Mol-Gew. 196. 

Gef. C 61,52, 61,32, H 8,23, 8,27, N 13,89, Mol-Gew. 204. 
122 R. A. Boissonas, Helv. chim. Acta 34, §74 [1951]. 
13 J, C. Sheehan u. V. S. Frank, J. Amer. chem. Scc. 71, 1££6 [1949]. 
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Aus den Frakt. 7—10 des Chromatogramms (je 25 ccm Essigester) wurden 
201 mg eines 3. Stoffes isoliert, der nach Umkristallisieren aus Essigester und 
Aceton in siulenférmigen Prismen vom Schmp. 163—164° (Kofler) erhalten wurde: 
Sbst. c. 

4,325 mg in l1ccm Methanol, « = —0,370°, [x] = — 85,6°. 

5,212, 3,598 mg Sbst.: 10,95, 7,540 mg CO,, 3,290, 2,440 mg H,O. — 6,751, 
3,395 mg Sbst.: 0,968 com N, (22,5°, 742 mm), 0,356 com N, (23,5°, 722 mm). — 
0,478 mg Sbst. in 6,897 mg Campher, 4 = 16,1°. 

C,H,,0,N,. Ber. C 57,12, H 7,19, N 16,66, Mol-Gew. 168. 
Gef. C 57,32, 57,17, H 7,06, 7,59, N 16,17, 16,26, Mol-Gew. 172. 

Aus den Frakt. 11 und 12 des Chromatogramms (je 25 ccm Essigester) fielen 
etwa 50 mg unregelmaBig geformte Kristalle an, die nach mehrfachem Umlésen 
aus Essigester-Methanol sich bei 160° in feine Nadeln umwandeln und bei 250° 
sublimieren: Sbst. d. 

2,883 mg in 1 ccm Methanol, « = + 0,20°, [x]? = + 70,7° 

9,283 mg Sbst.: 9,251 mg CO,, 3,391 mg H,0O. 

C,H, ,0.N,. Ber. C 58, 66, H 8,75. Gef. C 58,94, H 8,86. 


II. Hydrolyse und Papierchromatographie 


Je etwa 4 mg der 4 Substanzen wurden mit 6-n.HCl im zugeschmolzenen 
Rohr 12 Stdn. auf 115° erhitzt. Die Hydrolysate zeigten nach Entfernung der 
Salzsiure im Vakuum und Puffern mit Phosphat auf pq 7 eine tiefviolette Nin- 
hydrinreaktion. 

Zur Charakterisierung der Komponenten wurden die eingedampften Hydro- 
lysate neben Gemischen aus bekannten Aminosiuren an Whatman-Papier Nr. 1 
aufsteigend chromatographiert. Als Entwickler wurde Butanol verwandt, das 
15% 15-proz. waBriges Methanol enthielt. 3-proz. butanolische Ammoniak- 
Lésung sorgte fiir einen bestimmten Ammoniak-Partialdruck. Die Trennung der 
isomeren Aminosauren, die sich in ihrem Ry-Wert nur wenig voneinander unter- 
scheiden, verlief unter diesen Bedingungen optimal. 

Nach 15 Stdn. wurde der Papierstreifen getrocknet und mit einer 0,1-proz. 
butanolischen Ninhydrinlésung bespriiht. Innerhalb von 5 Min. entwickelten 
sich im Trockenschrank bei 85° die Farbflecke, aus deren Lage sich die in Tab. 1 
wiedergegebenen Rr-Werte ermitteln lieBen. 


Tab. 1. Re-Werte der Aminosiuren aus den hydrolysierten Dioxo-piperazinen 
im Vergleich mit reinen Aminosaéuren 

















a eo Kompon. I | Kompon. II b F ea yaa 

a) C,,H,,0,N, 0,31 0,11 Leucin 0,31} Prolin 0,11 
Schmp. 159° Isoleucin 0,26 

b) C,5H,,O.N. 0,19 0,11 Valin 0,19] Prolin 0,11 
Sblp. 188° Norvalin 0,23 

c) C,H,,0,N, 0,08 0,11 Alanin 0,08} Prolin 0,11 
Schmp. 163—164° 

d) C,H,,0. N; 0,31 0,08 Leucin 0,31} Alanin 0,08 
Sblp. 250 





Ill. Synthese der Anhydride 


1. l-Leucyl-l-prolin-anhydrid: Nach der Vorschrift von E. Fischer 
und Reif? wurde [-Prolylchlorid mit /-Leucinithylester™ in Chloro- 
form umgesetzt und der rohe Dipeptidester mit alkohol. Ammoniak cyclisiert. 


4G. Hillmann, Z. Naturforschg. 1, 682 [1946]. 


PeStoptlehidtecs 24 
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Das dlige Rohprodukt wurde in Essigester gelést und an Aluminiumoxyd der 
Aktivitatsstufe IV chromatographiert. Aus den zuerst eluierten Fraktionen 
kristallisierte das l-Leucyl-l-prolin-anhydrid in Blattchen vom Schmp. 159°. 
Der Mischschmelzpunkt mit ,,Sbst. a‘‘ ergab keine Depression.* 

4,773 mg in 1ccm Methanol, « = — 0,682°, [a5 = — 142,99, 

2. l-Valyl-l-prolin-anhydrid: Die Verbindung wurde in gleicher Weise 
aus 1-Prolylchlorid und 1-Valinathylester dargestellt und chromatographisch 
gereinigt. Der Sblp. von 187° wurde durch zugesetzte ,,Sbst. b“‘ nicht verandert. 

7,212 mg in 1 ccm Methanol, « = — 1,092°, [a«]% = — 151,6°. 

3. l-Alanyl-l-prolin-anhydrid: Aus l-Prolylchlorid und l-Alanin- 
athylester entstand unter analogen Bedingungen das J-Alanyl-l-prolin- 
anhydrid, das nach Chromatographie und Umkristallisieren aus Essigester und 
Aceton saiulenférmige Prismen vom Schmp. 163° bildete. Der Mischschmp. mit 
der ,,Sbst. c“* zeigte keine Depression. 

5,45 mg in 1 ccm Methanol, « = —0,475°, [a]§ = — 87,1°. 

4, l-Leucyl-l-alanin-anhydrid: Eine Lésung von] gPhthalylleucin und 
0,79 com Tributylamin in 2 ccm trockenem Dioxan wurde bei 10° mit 0,37 ccm 
Chlorameisensaure-athylester versetzt. Nach 10 Min. wurde eine Lisung 
von 341 mg J-Alanin in der ber. Menge 4-n.Natronlauge zugesetzt, nach Ab- 
klingen der CO,-Entwicklung mit 3-n.Salzsiure kongosauer gemacht und das ab- 
geschiedene ©] in Ather aufgenommen. Die atherische Lésung wurde im Vakuum 
zur Trockene gebracht, der Riickstand in 15 com Alkohol suspendiert und mit 
5 ccm einer 1-mol. alkohol. Hydrazinhydratlésung 1 Stde. unter RiickfluB 
gekocht. Nach Eindampfen wurde der Riickstand mit 10 ccm 2-n.Salzsaiure 
10 Min. auf 50° erwirmt und das ausgeschiedene Phthalylhydrazid nach 30 Min. 
abfiltriert. Das Filtrat wurde im Vakuum eingedampft und das auskristallisierende 
Dipeptid-Hydrochlorid ohne Reinigung weiter verarbeitet. Es wurde in iiblicher 
Weise mit methanol. Salzséure verestert, der Ester nach Hillmann™ aus dem 
Hydrochlorid in Freiheit gesetzt, in Methanol aufgenommen und 2}/, Stdn. 
unter Riickflu8 zum Sieden erhitzt. Das nach Verdampfen des Lésungsmittels 
hinterbliebene J-Leucyl-l-alanin-anhydrid wurde durch Chromatographie 
und Kristallisation gereinigt. Aus Essigester bildet es Prismen, die sich bei 160° 
in feine Nadeln umwandeln und bei 250° sublimieren; ein Gemisch mit der ,,Sbst. 4“ 
zeigte das gleiche Verhalten. 


3,78 mg in 1 ccm Methanol, « = + 0,270°, [«]} = + 71,4°. 


* Anm.b.d. Korrektur: Nach einer kiirzlich erschienenen Arbeit von 
A. Stoll, A. Hofmann u. Th. Petrzilka (Helv. chim. Acta 34, 1544 [1950] 
ist das 1-Leucyl-l-prolin-anhydrid im Peptidanteil der Mutterkornalkaloide pra- 
formiert. Die Verfasser haben dieses Dioxopiperazin auch synthetisch dargestellt 
und finden einen um etwa 10° héheren Schmp. als wir und friihere Bearbeiter?—?°. 
Herr Prof. Stoll hatte die Liebenswiirdigkeit, uns eine Probe seines Praiparats 
zum Vergleich zu iiberlassen; wir finden dafiir unter dem Kofler-Heizmikroskop 
einen Schmp. von 160°, allein und im Gemisch mit unserem Naturprodukt. 
Damit ist die Identitét beider Praiparate auBer Zweifel; die Diskrepanz der 
ae uence erklart sich aus der Verschiedenheis der Beobachtungs- 
methoden. 


[Zusammenfassung 


Bei der Aufarbeitung von Extrakten aus Seidenspinner-Puppen 
(Bombyx mori L.) wurden folgende vier kristallisierten Dioxo-piperazine 
isoliert : -Leucyl-l-prolin-anhydrid, /-Valyl-l-prolin-anhydrid, 
l-Alanyl-l-prolin-anhydrid und /-Leucyl-l-alanin-anhydrid. 
Thre Struktur wurde durch Synthese bewiesen. 





